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Neste estudo foram avaliados os efeitos do composto mesoiônico, cloreto de 
4–fenil–5–[4–nitrocinamoil]–1,3,4–tiadiazólio–2–fenilamina (MI-D), e da imida ciclica, 
N-fenilmaleimida (S2.2) sobre mecanismos relacionados à morte celular por via 
mitocondrial. Os dois compostos possuem importante atividade antimelanoma contra 
melanoma murino (B16-F10) e, particularmente o MI-D, atividade citotóxica em 
células humanas de melanoma e de carcinoma cervical. No presente trabalho, os 
dois compostos inibiram o inchamento mitocondrial dependente da 
formação/abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM), 
induzido por fostato. A inibição promovida pelo MI-D foi dose dependente, sendo de 
~42% na maior concentração (80 nmol.mg-1 prot.), enquanto que a S2.2 causou uma 
inibição total e dose-independente (40-120 nmol.mg-1 prot.). Os compostos também 
promoveram a inibição do inchamento dependente do PTPM induzido por H2O2. O 
MI-D (5-80 nmol.mg-1 prot.) diminuiu discretamente a captação de cálcio 
mitocondrial, enquanto que o efluxo, induzido por vermelho de rutênio, foi 
significativamente inibido de forma dose-dependente (5-80 nmol.mg-1 prot.). Por 
outro lado, a S2.2, causou a diminuição da captação de cálcio de forma dose-
dependente (5-80 nmol. mg-1) e não comprometeu o efluxo do íon. Os efeitos dos 
compostos sobre a lipoperoxidação também foram avaliados. O MI-D (80 nmol.mg-1 
prot.) inibiu em aproximadamente 95%, 42% e 7% a lipoperoxidação ferro induzida 
em mitocôndrias, partículas submitocondriais acopladas e desacopladas, 
respectivamente. O composto (80 nmol.mg-1 prot.) também foi capaz de inibir a 
lipoperoxidação induzida pelo azocomposto gerador de radicais AAPH, em ~22% e 
~50% em mitocôndrias e partículas submitocondriais desacopladas, 
respectivamente. Em lipossomas de fosfatidilcolina o MI-D inibiu a lipoperoxidação (5 
a 80 µmol.L-1) independentemente da origem dos radicais gerados, se de fase 
aquosa ou lipídica. O MI-D também apresentou a capacidade de seqüestrar radical 
superóxido em sistema livre de células. Já a S2.2 (40-200 nmol.mg-1) não causou 
efeitos significativos sobre a lipoperoxidação ferro induzida em mitocôndrias isoladas 
ou decorrente de azocompostos geradores de radicais em particulas 
submitocondrias desacopladas. Em células HeLa o MI-D (20-25µmol.L-1) promoveu o 
aumento na produção de peróxidos em ~30%, mas não causou efeito sobre a 
lipoperoxidação não induzida. A S2.2 (10-20 µmol.L-1) não modificou os níveis de 
peróxido nas duas linhagens celulares (HeLa e B16-F10), mas foi capaz de induzir a 
lipoperoxidação em maiores concentrações (40-120 µmol.L-1). Os dois compostos, 
MI-D (25 µmol.L-1) e S2.2 (120 µmol.L-1), promoveram a liberação de citocromo c em 
células B16-F10 (~80%) e HeLa (~175%), respectivamente. O MI-D (25 µmol.L-1) 
ainda estimulou a atividade da glutationa peroxidase (~30%) e a S2.2 (120 µmol.L-1) 
inibiu as atividades da catalase e da glutationa redutase, em ~20% e ~78%, 
respectivamente. A partir destes resultados é possível sugerir que os compostos são 
capazes de induzir a morte celular por apoptose, com a liberação de citocromo c, 
porém o mecanismo de liberação não inclui a formação/abertura do PTPM, mas 
provavelmente envolve a permeabilização da membrana mitocondrial externa devido 
à ativação ou aumento de expressão de proteínas proapoptóticas da família Bcl2.  
 
Palavras-chave: Compostos mesoiônicos. Imidas cíclicas. Transição de 
permeabilidade mitocondrial. Transporte mitocondrial de cálcio. Lipoperoxidação. 
Citocromo c. Apoptose. 
ABSTRACT 
 
This study evaluated the effects of the mesoionic compound MI-D (4-phenyl-
5-(4-nitro-cinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride) and S2.2  
(N-phenilmaleimide) on cell death mediated by mitochondrial pathway. These 
compounds have shown an important antimelanoma activity against  B16-F10 cells 
implanted in mice. Particularly for MI-D, it have also been described a cytotoxic effect 
to human melanoma and cervical carcinoma cells. In the present work these 
compounds were able to inhibit the mitochondrial swelling dependent of the 
formation/opening of the permeability transition pore (PTPM) induced by phosphate. 
The inhibition promoted by MI-D was dose-dependent, reaching ~42% at the highest 
concentration (80 nmol.mg-1 prot.), while S2.2 caused a total dose-independent 
inhibition (40 -120 nmol.mg-1 prot.). The compounds also inhibited the 
formation/opening of PTPM induced by H2O2. MI-D (5-80 nmol.mg
-1 prot.) slightly 
lowered calcium accumulation by the uniporter transport whereas the efflux induced 
by ruthenium red was significantly inhibited in a dose-dependent manner (5-80 
nmol.mg-1 prot.). In comparison, S2.2 (5 – 80 nmol. mg-1 prot.) lowered the ion 
accumulation in a dose-dependent way and it did not affect its efflux. The effects of 
the compounds on lipoperoxidation were also evaluated. MI-D (80 nmol.mg-1 prot.) 
promoted the inhibition of the lipoperoxidation induced by Fe3+-ADP/2-oxoglutarate 
by ~95%, ~42% and ~7% in mitochondria, coupled and uncoupled submitochondrial 
particles, respectively. At the same concentration the mesoionic compound was able 
to inhibit lipoperoxidation induced by the azocompound, AAPH, this inhibition was 
around ~22% and ~50% in mitochondria and uncoupled submitochondrial particles, 
respectively. MI-D inhibited the soybean phosphatidylcholine liposomes 
lipoperoxidation in a dose dependent manner (5-80µM) regardless of the radical 
being generated in lipid or aqueous phase. The mesoionic compound showed ability 
of scavenging superoxide radical. N-phenilmaleimide (S2.2) did not affect the 
lipoperoxidation induced by Fe3+-ADP/2-oxoglutarate in mitochondria or induced by  
azocompounds in submitochondrial particles. In HeLa cells, MI-D (20-25 µmol.L-1) 
increased the peroxide production by ~30%, however, it did not induce 
lipoperoxidation. S2.2 (10 – 20 µmol.L-1) did not modify the peroxide levels in both 
cell lines (HeLa and B16-F10) but it was able to induce the lipoperoxidation in higher 
concentrations (40-120 µmol.L-1). MI-D (25 µmol.L-1) and S 2.2 (120 µmol.L-1) 
promoted the release of cytochrome c in B16-F10 (~80%) and HeLa cells (~175%), 
respectively. The mesoionic compound (25 µmol.L-1) stimulated the glutathione 
peroxidase activity (~30%) and S2.2 inhibited the activities of catalase and 
glutathione reductase by ~20% and ~78% respectively. The results of this study 
suggest that the compounds are able to induce the cell death by apoptosis with the 
liberation of cytochrome c not mediate by PTPM, but probably due to 
permeabilization of outer mitochondrial membrane by activation or increase of 
expression of Bcl2 family proteins.    
 
Keywords: Mesoionic compounds. Cyclic imides. Mitochondrial permeability 






Na pesquisa de novos fármacos com atividade antitumoral, duas famílias de 
compostos vêm sendo estudadas no Laboratório de Oxidações Biológicas e de 
Cultivo Celular do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da 
Universidade Federal do Paraná, os compostos 1,3,4 – tiadiazóis mesoiônicos e as 
imidas cíclicas.  
Estudos anteriores, realizados nesse laboratório, demonstraram que o 
cloreto de 4–fenil–5–[4–nitrocinamoil]–1,3,4–tiadiazólio–2–fenilamina (MI-D), da 
família dos compostos 1,3,4 – tiadiazóis mesoiônicos, possui ação citotóxica em 
células HeLa, sendo a mesma associada aos efeitos do composto sobre a 
bioenergética mitocondrial (CADENA et al., 1998; CADENA, 1999). Também para o 
MI-D e para a N–fenil maleimida (S2.2), pertencente a família das imidas cíclicas, 
demonstrou-se uma  importante ação antimelanoma. O MI-D foi mais eficaz que os 
antineoplásicos fotemustina e dacarbazina (fármacos usados rotineiramente no 
tratamento do melanoma) em inibir o crescimento de tumores resultantes da 
implantação subcutânea de células B16-F10 em camundongos (SENFF-RIBEIRO et 
al., 2004a,b). Nesse mesmo modelo experimental, a S2.2 também foi capaz de inibir 
o crescimento tumoral (PRADO, 2005). Análises morfológicas de células HeLa em 
presença de MI-D e de células B16-F10 em presença de S2.2, mostraram 
características próprias de morte celular por apoptose, condensação de cromatina, 
fragmentação do núcleo e formação de expansões globosas na membrana celular 
(CADENA, 1999; PRADO, 2005). No entanto, para o MI-D a morte celular por 
necrose não foi desconsiderada devido à presença de algumas células com volume 
aumentado, característica de morte celular por necrose (CADENA, 1999).  
O uso terapêutico de um fármaco exige que o mesmo seja objeto de uma 
vasta investigação, que inclui estudos farmacocinéticos, toxicológicos e de 
metabolização. No entanto, esses estudos devem ser acompanhados de 
investigações a nível molecular que esclareçam seu mecanismo de ação. Desta 
forma, considerando o potencial uso terapêutico do MI-D e da S2.2, principalmente 
no tratamento do melanoma, neste estudo pretende-se contribuir para o 
esclarecimento dos mecanismos envolvidos na  ação antitumoral destes compostos, 
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avaliando seus efeitos sobre fenômenos relacionados à morte celular por via 
mitocondrial, mais especificamente sobre a transição de permeabilidade e fluxo de 
Ca2+ mitocondriais, a liberação de citocromo c, a  geração de radicais livres e 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 MITOCÔNDRIA E MORTE CELULAR 
 
A mitocôndria tem papel fundamental no metabolismo celular ao manter os 
níveis de ATP, modular o estado redox e a homeostase do cálcio. Entre as outras 
funções da organela destaca-se seu envolvimento nos processos de indução da 
morte celular (NICHOLLS & FERGUSON, 2002; OTT et al., 2007). A mitocôndria 
participa das duas principais formas de morte celular, necrose e apoptose, por 
mecanismos que envolvem o aumento da permeabilidade das membranas 
mitocondriais. Em particular na apoptose, a organela participa tanto da via intrínseca 
como da via extrínseca, também conhecida como via mediada pela ligação a 
receptores de morte (Death Receptors). As vias extrínseca e intrínseca da apoptose 
estão representadas de forma simplificada na Figura 1.  A via extrínseca é ativada 
pela ligação de moléculas a seus receptores específicos na membrana celular, como 
receptores Fas  e TNF, entre outros, o que desencadeia uma série de eventos que 
culminam na ativação de cisteína-proteases com especificidade para o ácido 
aspártico, denominadas de  caspases.  A ativação de caspases efetoras (caspases 
3, 6 e 7) resulta na morte celular. Estímulos apoptóticos que ativam a via extrínseca 
podem resultar também na ativação da via intrínseca mediante a ativação de 
componentes proapoptóticos  Bid e Bax, pertencentes a família de proteínas Bcl2. 
Na via intrínseca, denominada também de via mitocondrial, a apoptose se inicia 
devido ao aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais e conseqüente 
liberação de fatores proapoptóticos do espaço intermembranas que, como na via 
extrínseca, ativarão caspases específicas, resultando na morte celular (KINNALLY & 
ANTONSSON, 2007; KROEMER et al. 2007; GREN & KROEMER, 2004). 
 Como este estudo trata dos efeitos do composto mesoiônico MI-D e da imida 
cíclica S2.2 sobre mecanismos relacionados à indução de morte celular por via 




























FIGURA1 – Representação simplificada das vias extrínseca e intrínseca da 
apoptose.  
FONTE: KROEMER et al. (2007) 
NOTA: A) Via extrínseca – a ligação de moléculas a seus receptores específicos na membrana 
celular (death receptors) induz a formação do complexo indutor de morte - DISC (death inducing 
sinaling  complex) no citosol. Este por sua vez, promove a ativação da caspase-8 e da caspase-10 
que ativam as caspases- 3,6 e 7 (caspases efetoras). A caspase-8 também ativa proteoliticamente 
Bid (constituinte proapoptótico da família Bcl2) que promove o aumento da permeabilidade da 
membrana mitocondrial (MM) via Bax, sendo este o principal elo de ligação entre as vias intrínseca e 
extrínseca. B) Via intrínseca – diversos sinais intracelulares, como por exemplo, danos ao DNA, 
podem resultar no aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais, resultando na liberação 
de fatores proapoptóticos do espaço intermembranas. Dentre estes, o citocromo c (cit c) induz a 
reunião de APAF-1 (apoptosis protease-activiting fator -1) e ATP/dATP para a formação do 
apoptossoma que promove a ativação proteolítica da caspase 9. Esta por sua vez, cliva e ativa as 
caspases efetoras (3,6 e 7) resultando na apoptose.    
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2.1.1 Via mitocondrial (intrínseca) da apoptose. 
Como já mencionado, a indução da apoptose por via mitocondrial relaciona-
se ao aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais e a consequente 
liberação de fatores proapoptóticos do espaço intermembranas para o citosol e a 
posterior ativação das caspases efetoras, o que culmina na morte celular. Desta 
forma, é importante conhecer quais os mecanismos envolvidos nesse fenômeno. 
Neste contexto, destacam-se na literatura dois mecanismos responsáveis pelo 
aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais: a formação de um poro, 
denominado poro de transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM), o que leva 
ao fenômeno conhecido como transição de permeabilidade mitocondrial e, a 
ativação de constituintes proapoptóticos da família de proteínas Bcl2, que formam 
um canal na membrana mitocondrial externa.  Esses modelos não se excluem 
mutuamente, ao contrário, existe a possibilidade de coexistirem, levando ao 
remodelamento das cristas mitocondriais e a máxima liberação de citocromo c e 
amplificação da cascata apoptótica. (KINNALY & ANTONSSOM, 2007; KROEMER 
et al., 2007).    
 
2.1.1.1 Transição de Permeabilidade Mitocondrial. 
 Embora os eventos envolvidos na transição de permeabilidade mitocondrial 
não estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que o poro formado (PTPM) é 
constituído por proteínas localizadas nas membranas mitocondriais interna e 
externa. Estas proteínas são: canal aniônico dependente de voltagem (VDAC), 
translocador de nucleotídeos de adenina (ANT), translocador de fosfato (PiC), 
hexoquinase e ciclofilina D, entre outros (TAZAWA et al., 2009; LEUNG & 
HALESTRAP, 2008; HAIL, 2005). Normalmente, estas proteínas estão próximas, 
mas em uma conformação que impossibilita a abertura do poro. Uma série de 
fatores, incluindo estímulos patológicos, como aumento da concentração de cálcio 
citosólico e a geração de ERO (espécies reativas de oxigênio), assim como 
determinados agentes químicos, podem causar a abertura do PTPM (TAZAWA et al. 
2009; KLESZCZYNSKI et al. 2008; VAY et al., 2008; HAIL, 2005; KOWALTOWSKI et 
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al., 2001; SUSIN et al., 1998). Por sua vez, isto permite que água e solutos de até 
1500 Da entrem na matriz, o que pode resultar no inchamento mitocondrial, que se 
de grande magnitude, promove o rompimento da membrana mitocondrial externa, e 
a consequente liberação de fatores proapoptóticos no citosol (BERNARDI, 1996). 
A formação do poro de transição de permeabilidade além de desencadear o 
processo apoptótico compromete de forma definitiva a fosforilação oxidativa, 
ocorrendo o colapso do potencial de membrana, a diminuição das concentrações 
celulares de ATP, o aumento da geração de ERO e das concentrações citosólicas de 
cálcio e a indução da peroxidação lipídica (GOGVADZE et al., 2008;  ARMSTRONG, 
2006; KOWALTOWSKI et al., 2001; SUSIN et al., 1998; KROEMER et al., 1995).  
Se por um lado, a abertura do PTPM resulta no aumento da concentração de 
cálcio citosólico, por outro, é necessário a presença do cátion na mitocôndria para 
que ocorra sua formação (BERNARDI, 1992). Desta forma, considerando a 
importância do íon no mecanismo de transição de permeabilidade mitocondrial, a 
seguir será feita uma breve revisão sobre o transporte de cálcio mitocondrial. 
 
2.1.1.1.1 Mitocôndria e fluxos de cálcio. 
A mitocôndria não esta somente relacionada com o metabolismo energético, 
mas também com a sinalização de cálcio intracelular, a organela pode captar e 
induzir a liberação do íon no citosol (JOUAVILLE et al., 1998). O influxo de cálcio é 
realizado por um uniporter específico que permite a sua rápida acumulação no 
interior da matriz mitocondrial, dependente de sua concentração externa e do 
potencial de membrana. O uniporter pode ser inibido competitivamente por outros 
cátions divalentes (Sr2+, Mn2+, Ba2+, Fe2+), que também são transportados por esta 
via, por policátions como o vermelho de rutênio (VR) e cobalto de hexamina, por 
anestésicos, guanidinas e diuréticos; e pode ser ativado pelos íons transportados, 
como Ca2+, e por poliaminas específicas, particularmente a espermina, que promove 
a acumulação de cálcio quando o íon está presente em baixas concentrações 
(JOUAVILLE et al., 1998, SALVI & TONINELLO, 2004).  
Em adição a este uniporter, outra via descrita como RaM (“rapid mode of 
uptake) é capaz de responder a pulsos de cálcio semelhantes aos que ocorrem em 
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condições fisiológicas (SPARAGNA et al. 1995, GUNTER & SHEU, 2009; 
SAOTOME et al., 2005; JOUAVILLE et al., 1998).  
O efluxo de cálcio é realizado por dois transportadores catiônicos, o 
independente de sódio (Ca2+/2H+) e o dependente de sódio (Ca2+/2Na+). O 
transportador Ca2+/2H+ predomina em mitocôndrias de fígado, rins e músculos lisos, 
sendo a energia do efluxo proveniente da força próton motriz. Já o transportador 
Ca2+/2Na+, predominante em mitocôndrias de coração, músculo esquelético, cérebro 
entre outros tecidos, pode ser inibido por Mg2+, Mn2+, Ca2+ externo, benzodiazepinas 
e ativado por Na+, espermina e espermidina (GUNTER & SHEU, 2009; SAOTOME et 
al., 2005; JOUAVILLE et al., 1998, SALVI & TONINELLO, 2004).  
O PTPM também tem sido considerado como uma via de efluxo de cálcio 
regulada pelas flutuações das concentrações do cátion na matriz mitocondrial 
(BERNARDI & PETRONILLI, 1996; JOUAVILLE et al., 1998, GUNTER E SHEU, 
2009). Em condições em que a transição de permeabilidade é induzida, ocorre a 
dissipação do potencial de membrana evitando a retenção de cálcio, este fenômeno 
é facilmente observado pela utilização de marcadores fluorescentes específicos 
(SINHA ROY & HAJNÓCZKY, 2008). Na figura 2 estão resumidas as vias de 
transporte mitocondrial de cálcio e os seus inibidores específicos (GUNTER & 




FIGURA 2. Vias de fluxo de cálcio na mitocôndria e seus inibidores específicos  
FONTE: JOUAVILLE et al. (1998). 
NOTA: U-Ca2+, uniporter; RC, cadeia respiratória; PTP, poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial; I - Ca2+/2H+, transportador de cálcio independente de sódio; D - Ca2+/2Na+, 
transportador de cálcio dependente de sódio; CsA, ciclosporina A; CGP, benzodiazepina CGP-37157; 
∆Ψ, potencial de membrana. 
 
 
2.1.1.2 Aumento da permeabilidade mitocondrial mediado pela família de proteínas  Bcl2. 
Esta família de proteínas possui membros com características 
proapoptóticas e antiapoptóticas, sendo que os membros antiapoptóticos (como Bcl2 
e Bcl-XL) podem atenuar os efeitos causados por indutores de apoptose, mantendo 
a sobrevivência da célula. Por outro lado, a ativação dos membros proapoptóticos 
(por exemplo, Bax e Bak), que normalmente estão em sua forma inativa, leva ao 
desequilíbrio da relação entre os membros da família Bcl-2, fazendo com que o 
processo de apoptose seja desencadeado.  Em condições normais, a proteína 
proapoptótica Bak está associada a membrana mitocondrial externa, enquanto que 
Bax está no citosol em sua forma monomérica, a qual não é capaz de formar canais. 
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No entanto, uma vez ativada, Bax se transloca para a mitocôndria e aí se 
oligomeriza levando à formação de canais protéicos na membrana mitocondrial 
externa, o que promove a liberação de fatores indutores de apoptose e ao aumento 
da concentração citosólica de cálcio (CARTRON et al., 2008; LI et al., 2008; TELES 
et al., 2008; LALIER et al., 2007; TSUJINOTO, 2003). O papel de Bak neste 
processo parece ser o de induzir a oligomerização de Bax na membrana. Bak e Bax 
são importantes constituintes do denominado MAC, canais mitocondriais indutores 
de apoptose (KINNALY & ANTONSSOM, 2007).  De forma semelhante à formação 
do PTPM, a indução de permeabilidade mitocondrial por proteínas da família Bcl-2 
leva à inibição da respiração mitocondrial e ao colapso do potencial de membrana 
(TELES et al., 2008).  
Uma vez que alterações na respiração mitocondrial estão envolvidas nos 
dois processos que promovem o aumento da permeabilidade das membranas 
mitocondriais e, ainda, considerando que tais alterações podem resultar no aumento 
da produção de espécies reativas de oxigênio, que estão intimamente relacionados 
aos processos de dano celular, a seguir será feita uma breve revisão sobre o 
envolvimento da mitocôndria na produção de tais espécies e os mecanismos de 
defesa antioxidante.  
 
2.1.2 Mitocôndria e Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 
A maioria das ERO são geradas durante a respiração mitocondrial, quando 
cerca 1-2% do oxigênio consumido durante a respiração fisiologicamente normal é 
reduzido a radical superóxido (O2
•-) (OTT et al., 2007). O O2
•- reage principalmente 
com íons metálicos e centros ferro-enxofre, facilitando a liberação de ferro 
(BARTOSZ, 2008; TURRENS, 2003). Pela ação da enzima antioxidante, superóxido 
dismutase (SOD), o O2
•- é dismutado a peróxido de hidrogênio (H2O2). A reação de 
H2O2 com metais de transição produz radical hidroxila (
•OH), a espécie mais reativa 
gerada in vivo. O •OH reage rápida e indiscriminadamente com biomoléculas de 
todos os tipos, incluindo ácidos nucléicos, nucleotídeos livres, proteínas, lipídeos e 
carboidratos (BARTOSZ, 2008).  
A reação entre O2
•- e óxido nítrico (NO•) gera o peroxinitrito (•ONOO-), uma 
espécie reativa de nitrogênio, um poderoso oxidante que causa danos celulares por 
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vários mecanismos, incluindo a peroxidação lipídica (MORO et al., 2005; TURRENS, 
2003).  Na Figura 3 estão representadas as reações envolvidas na geração de 
radicais a partir de O2
•-. 
 
FIGURA 3. Principais espécies radicalares geradas in vivo. 
FONTE: BARTOSZ (2008). 
 
As ERO tem dois papéis em sistemas biológicos:  em baixas concentrações 
tem efeitos benéficos como a indução da resposta mitogênica e, em altas 
concentrações podem causar  danos irreversíveis a ácido nucléicos, fosfolipídeos e 
proteínas (GRIVENNIKOVA & VINOGRADOV, 2006; VALKO et al., 2006). 
Entre as ERO, em especial o •OH pode reagir com qualquer componente do 
DNA, causando lesões, que se não reparadas, podem representar o primeiro passo 
para a carcinogênese. O DNA mitocondrial, mais do que o nuclear, sofre mutações 
por causa das ERO. A expressão alterada das proteínas dos complexos I, III, IV e 
ATP sintase tem sido identificada em vários tipos de câncer humano e doenças 
relacionadas ao envelhecimento (GRISHKO et al., 2009; LUUKKONEN et al., 2008; 
ZIELONKA & KALYANARAMAN, 2008; VALKO et al., 2006). 
Os fosfolipídeos também são extremamente sensíveis à oxidação. As 
membranas celulares são ricas em ácidos graxos poliinsaturados que na presença 
de ERO geram radicais peroxila e radicais alcooxila que sofrem uma série de 
reações que levam ao rearranjo e ao comprometimento da integridade da 
membrana, num processo conhecido por lipoperoxidação. A lipoperoxidação envolve 
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a formação e a propagação de radicais lipídicos, a captação de oxigênio, o rearranjo 
de duplas ligações em lipídeos insaturados e a eventual destruição de membranas 
lipídicas. As membranas biológicas são ricas em ácidos graxos insaturados que se 
encontram em meio rico em oxigênio contendo metais, como o ferro presente em 
algumas proteínas, o que as torna suscetíveis ao ataque peroxidativo. Na figura 4 
estão resumidas as diferentes reações que sofrem os fosfolipídeos (FL) durante a 
lipoperoxidação. O inicio se dá com a abstração de um átomo de hidrogênio gerando 
um radical lipídico (RL) que tende a sofrer um rearranjo, resultando na formação de 
dienos conjugados (DC). O ataque por oxigênio molecular produz um radical 
lipoperoxil (RLP), o qual pode tanto abstrair um átomo de hidrogênio a partir de um 
lipídeo adjacente, para formar um hidroperóxido lipídico (HPL), quanto formar um 
endoperóxido lipídico (EPL). A formação de endoperóxidos lipídicos em ácidos 
graxos insaturados, contendo pelo menos três duplas ligações interrompidas por 
metileno, pode levar à formação de malondialdeído (MDA) como um produto de 
degradação (BUEGE & AUST, 1978). Esses efeitos deletérios são muito importantes 
no desenvolvimento da aterosclerose, no câncer e nos processos inflamatórios 
(CATALÁ, 2009; MACZUREK et al., 2008; VALKO et al., 2006). 
 
 
FIGURA 4. Principais reações no processo de lipoperoxidação.  
FONTE: BUEGE e AUST (1978). 
NOTA: FL, fosfolipídeo; RL, radical lipídico; DC, dienos conjugados; RLP, radical lipoperoxil; HPL, 




A oxidação de proteínas por ERO está associada com a formação de 
diferentes classes de ligações cruzadas, inter e intra protéicas. Um importante 
mecanismo de toxicidade do O2
•- está relacionado com a oxidação direta de 
proteínas que possuem grupos ferro-enxofre. A aconitase é um exemplo deste tipo 
de proteína, que ao sofrer o ataque do O2
•- sofre inativação devido à oxidação do 
ferro do grupo ferro-enxofre (LIOCHEV & FRIDOVICH, 1994). 
Os efeitos deletérios resultantes da formação de ERO na mitocôndria são 
prevenidos por vários sistemas antioxidantes. O radical superóxido é 
enzimaticamente convertido a H2O2 pela MnSOD (na matriz) e pela Cu e ZnSOD (no 
espaço intermembranas e no citosol). Esta reação também pode ocorrer 
espontaneamente no espaço intermembranas, sendo que neste caso, o citocromo c 
atua como sistema de defesa ao sequestrar o O2
•-. Desta forma, sua liberação para o 
citosol, devido ao aumento de permeabilidade da membrana externa, contribui para 
o aumento da concentração deste radical. O H2O2 proveniente da reação catalisada 
pela SOD é decomposto pelas enzimas glutationa peroxidase, tioredoxina 
peroxidase (na mitocôndria) e pela catalase (nos peroxissomos e nas mitocôndrias 
de coração) (BARTOSZ, 2008; OTT et al., 2007; VALKO et al., 2006; TURRENS, 
2003). 
Existem várias isoformas de glutationa peroxidase Gpx1 a 4. As Gpx1 a 3 
decompõem o H2O2, enquanto a Gpx4 reduz peróxidos de fosfolipídeos, 
lipoproteínas e ésteres de colesterol. A Gpx4 é considerada a primeira defesa 
enzimática contra a oxidação de membranas celulares (OTT et al., 2007).  Esta 
enzima tem como cofator a glutationa reduzida (GSH) sendo, portanto, que a 
manutenção dos níveis de GSH é essencial para manter a atividade da enzima. As 
enzimas glutationa redutase (Gred) e tioredoxina redutase são as encarregadas de 
manter o GSH e a TS (tioredoxina) na forma reduzida. Estas enzimas reduzem 
GSSG e TSST (tioredoxina oxidada) a GSH e TSH, respectivamente, na presença 
de NADPH (HUBER e ALMEIDA, 2008; VALKO et al., 2006). As reações catalisadas 
pelas enzimas antioxidantes descritas e a interação entre as mesmas estão 
representadas na figura 5. 
 




•-, radical superóxido; H
dismutase; GPx, glutationa peroxidase, TPx, tioredoxina peroxidase; GR, glutationa redutase; TR, 
tioredoxina redutase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, 
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2.2 COMPOSTOS MESOIÔNICOS - MI-D (CLORETO DE 4–FENIL–5–[4–
NITROCINAMOIL]–1,3,4–TIADIAZÓLIO–2–FENILAMINA). 
 
Conceitualmente, um composto pode ser denominado mesoiônico quando 
constituído por um anel heterocíclico de 5 membros, o qual não pode ser 
representado satisfatoriamente por uma estrutura covalente ou polar, e que possui 
um sexteto de elétrons π  associados aos 5 átomos que formam o anel (OLLIS & 
RAMSDEN, 1976). Estes compostos podem ser representados genericamente pela 
estrutura demonstrada na figura 6, onde os átomos constituintes do anel, indicados 
pelas letras a-f, podem ser: carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre, com seus 
respectivos substituintes específicos para cada tipo de composto (OLLIS & 
RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982). 
 
 
FIGURA 6. Representação genérica da estrutura de um composto mesoiônico. 
FONTE: OLLIS & RAMSDEN (1976); NEWTON & RAMSDEN (1982).  
 
Apresentando regiões de carga positiva e negativa, associadas a um 
sistema aromático poliheteroatômico, estes compostos podem interagir com 
biomoléculas, enquanto que a ausência de uma carga líquida na molécula facilita a 
sua passagem através de membranas biológicas (NEWTON & RAMSDEN, 1982; 
CHEUNG et al., 1992).  
Dentre as classes dos compostos mesoiônicos que apresentam atividade 
biológica destacam-se as sidnonas (1,2,3-oxadiazólio-5-olatos), as sidnoniminas 
(1,2,3-oxadiazólio-5-aminidas), os oxatriazóis e os 1,3,4-tiadiazóis mesoiônicos. 








FIGURA 7. Estruturas representativas de compostos mesoiônicos com destacada 
atividade biológica. 
FONTE: KIER & ROCHE (1967). 
NOTA: (A) sidnonas (1,2,3-oxadiazólio-5-olato). (B) sidnoniminas (1,2,3-oxadiazólio-5-aminida).  
(C) oxatriazóis (1,2,3,4 oxatriazólio-5-olato). (D) 1,3,4-tiadiazóis mesoiônicos (1,3,4-tiadiazólio-2-
tiolato). 
 
Para as sidnonas (FIGURA 7A) diversas atividades biológicas foram 
descritas, tais como: antimicrobiana (COBURN & CARAPELLOTTI, 1976; 
MOUSTAFA & EISA, 1991; MOUSTAFA et al., 2004), antimalárica contra 
Plasmodium berghei (NYBERG & CHEN, 1965), anti-inflamatória e analgésica 
(SATYANARAYANA & RAO, 1995), como estimulantes do sistema nervoso central 
(KIER et al., 1967), antitumoral contra carcinoma 755 em ratos (GRECO et al., 1962) 
e contra as células tumorais de carcinoma de Ehrlich, Sarcoma-180, histiocitoma 
fibroso B10MCII e células leucêmicas L1210 (GRYNBERG et al., 1997; DUNKLEY & 
THOMAN, 2003).  
As sidnoniminas (FIGURA 7B) são compostos estruturalmente semelhantes 
às sidnonas, porém menos estáveis (EADE & EARL, 1946), possuem efeito sobre o 
sistema cardiovascular, atividades antiplaquetária, antitrombótica e vasodilatadora in 
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vivo, efeitos relacionadas à liberação de óxido nítrico de suas estruturas (MAJID et 
al., 1980; REHSE et al., 1993 a, b).  
Os oxatriazóis mesoiônicos (FIGURA 7C) têm apresentado muitas 
aplicações biológicas para diversos derivados. Da mesma forma que as 
sidnoniminas, os efeitos mais importantes dos oxatriazóis estão relacionados à sua 
capacidade intrínseca de liberar óxido nítrico (KAURUP et al., 1994; 
KANKAANRANTA et al., 1996). Estudos mostraram atividade antitrombótica, de 
inibição da agregação plaquetária, fibrinolítica, trombolítica e broncolítica (REHSE & 
MARTENS, 1993; REHSE & KONIG, 1995; COREL et al., 1994; KANKAANRANTA 
et al., 1996).  
Em relação à classe dos 1,3,4- tiadiazóis mesoiônicos (FIGURA 7D), um 
importante representante é o MI-D. Este composto passa a ser mesoiônico após a 
desprotonação do seu grupo amina, o que ocorre em pH aproximado de 7,5 
(FIGURA 8).   
 
 
FIGURA 8.  Estrutura química do cloreto de 4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4-
tiadiazólio-2-fenilamina (MI-D) (A) e de seu derivado mesoiônico 4-fenil-5-[4-
nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilaminida (B).  
FONTE: GRYNBERG et al. (1997). 
 
Os resultados de Grynberg e seus colaboradores (1997) forneceram as 
primeiras evidências da ação antitumoral do MI-D em Sarcoma 180 e tumor de 
Ehrlich, quando administrado intraperitonealmente em camundongos, nas doses de 
30 e 25 mg.Kg-1, respectivamente. Buscando uma correlação desta atividade com os 
efeitos sobre a bioenergética mitocondrial, Cadena  et al. (1998) demonstraram que 





significativa,  o coeficiente de controle respiratório e a razão ADP/O.  Análises dos 
complexos da cadeia respiratória evidenciaram que o composto é capaz de inibir o 
transporte de elétrons, sendo os sítios de inibição localizados após o complexo I e 
entre os complexos II e III. Também de forma dose dependente, o MI-D colapsou o 
potencial de membrana e estimulou a atividade ATPásica em mitocôndrias intactas. 
No entanto, foi observada uma inibição desta atividade em mitocôndrias 
desacopladas por carbonilcianida p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP).  De acordo 
com estes resultados, os autores classificaram o MI-D como um agente 
desacoplador inibitório.  Através de experimentos de inchamento mitocondrial e de 
polarização de fluorescência com o uso de sondas específicas, estes mesmos 
autores demonstraram que o MI-D afeta a fluidez e a elasticidade de membrana, 
aumentando sua rigidez (CADENA et al., 2002). 
 Em cultura de células HeLa o composto promoveu as seguintes alterações 
morfológicas: condensação de cromatina, fragmentação do núcleo e formação de 
expansões globosas na membrana celular (blebs)  (CADENA, 1999), alterações  
características da morte celular por apoptose (DANIAL & KORMEYER, 2004). 
Alternativamente, a possibilidade de que o composto mesoiônico possa ter levado a 
morte celular por necrose foi também considerada, uma vez que entre as células 
tratadas com MI-D, algumas se apresentavam inchadas, característica de morte 
celular por necrose (CADENA, 1999).  
A ação antitumoral do MI-D em melanoma, tumor mais agressivo e 
metastático, foi avaliada em estudos realizados também no Laboratório de 
Oxidações Biológicas e de Cultivo Celular da UFPR. Os efeitos antitumorais do 
composto e de outros derivados mesoiônicos da mesma classe foram comparados 
entre si (SENFF-RIBEIRO et al., 2004a) e com antineoplásicos de uso corrente, 
utilizando modelos murinos (B16-F10) e linhagens de melanoma humano. Nestes 
estudos o MI-D (25 mg.Kg-1) mostrou-se mais eficaz que os antineoplásicos 
fotemustina e dacarbazina em inibir o desenvolvimento de melanoma B16-F10 em 
camundongos, assim como também foi eficiente em inibir (64%) o crescimento de 
melanomas já desenvolvidos (SENFF-RIBEIRO et al., 2003).  
Em diferentes linhagens de melanoma humano (MEL-85, SK-MEL, A2058 e 
MEWO), o MI-D demonstrou uma elevada atividade citotóxica. A adesão das células 
MEL-85 a diferentes componentes da matriz extracelular foi avaliada em presença 
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do composto, sendo que o mesmo reduziu a adesão à laminina, fibronectina e 
matrigel. Também a morfologia e a organização dos filamentos de actina do 
citoesqueleto foram alteradas pelo tratamento com MI-D (SENFF-RIBEIRO et al., 
2004b).  
Em adição a estes, em modelo murino, Cardoso et al. (2004) demonstraram 
que o MI-D possui ação analgésica e antinflamatória nas doses de 8 mg.Kg-1, e 
antipirética na dose de 1 mg.Kg-1.  
Em relação aos demais derivados da classe 1,3,4-tiadiazóis mesoiônicos, 
importantes atividades biológicas têm sido descritas,  dentre as quais destacam-se: 
a) atividade antibacteriana in vitro para Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 
Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris (PADVAMATHI et al., 2008); b) inibição da 
enzima adenosina 3’,5’-monofosfato  fosfodiesterase, devido a sua similaridade 
estrutural com as xantinas naturais, conhecidos inibidores da fosfodiesterase 
(GLENNON et al., 1981); c) atividade antifúngica in vitro e antibacteriana  para E. 
coli, Streptococcus faecalis, Streptomyces albus, Streptomyces griseus, e os fungos 
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula sp., Penicillium sp., 
Paracoccidioides brasiliensis e Sporothrix schenckii (LIMA et al., 1986); d) atividade 
contra Saccharomyces cerevisiae e atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (MONTANARI et al., 1992; 
MONTANARI et al., 1997); e) atividade antitumoral (GRYNBERG et al., 1997; 
SENFF-RIBEIRO et al., 2003, 2004a e b); f) atividade contra as formas 
promastigotas e amastigotas da Leishmania amazonensis (DA SILVA et al., 2002) e 
contra as formas promastigotas de 3 tipos de Leishmania, L. amazonensis, L. 
Brasiliensis e L. Chagasi (RODRIGUES et al., 2007); g) atividade contra as formas 
epimastigotas, trypomastigotas e amastigotas de Trypanosomas cruzi (FERREIRA et 
al., 2008); entre outras.  
 
2.3 IMIDAS CÍCLICAS – N-FENILMALEIMIDA (S2.2)  
 
As imidas cíclicas são compostos obtidos por síntese orgânica resultantes 
da reação entre ácidos dicarboxílicos e amônia, com consequente liberação de 
água. São compostos de natureza hidrofóbica, sendo que para estudos biológicos, 
37 
 
são solubilizadas em solventes apolares, comumente o dimetilsulfóxido (DMSO), 
(HARGREAVES et al., 1970). 
Na figura 9 está representada a estrutura geral das imidas cíclicas  
(–CO-N(R’)-CO-), onde R’ pode ser um átomo de hidrogênio, grupo alquila ou arila, 
sendo a maioria destes compostos constituído por um sistema cíclico com menos de 









FIGURA 9. Estrutura geral das imidas cíclicas. 
FONTE: HARGREAVES et al. (1970) 
NOTA: R1= H, alquil ou aril. 
 
As subclasses desses compostos incluem as maleimidas, succinimidas, 
glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas (FIGURA 10), entre outras, bem como seus 
respectivos derivados, sendo que muitos destes apresentam atividades biológicas 
que motivam estudos voltados para uma possível aplicação terapêutica 
(HARGREAVES et al., 1970, CECHINEL-FILHO et al. 2003). 
Para algumas maleimidas foram descritos os efeitos antifúngico (SORTINO 
et al., 2008), antibacteriano, inseticida  (HARGREAVES et al., 1970; CECHINEL-
FILHO et al., 2003), antinociceptivo (ANDRICOPULO et al, 2000) e citotóxico contra 
vários tipos de células cancerosas (FERRI et al., 2008; JHA et al., 2007). As 
maleimidas podem servir também como modelo na obtenção de outros derivados 
imídicos, sendo a N-fenilmaleimida ou S2.2 (FIGURA 11), objeto deste estudo,  
muito utilizada para a síntese de derivados com potencial farmacológico 


















FIGURA 10. Estruturas gerais de imidas cíclicas com destacada atividade biológica. 
FONTE: CECHINEL-FILHO et al. (2003); HARGREAVES et al. (1970). 









FIGURA 11. Estrutura da N-fenilmaleimida (S2.2). 
FONTE: CECHINEL-FILHO et al. (1996). 
 
Sob outro enfoque, foram avaliados os efeitos de diferentes maleimidas 
sobre parâmetros bioenergéticos em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 



























Laboratório de Oxidações Biológicas e de Cultivo Celular da UFPR. Entre os 
compostos testados estava a N-fenilmaleimida (S2.2),  que foi capaz de inibir 
drasticamente o consumo de oxigênio em mitocôndrias desacopladas por FCCP 
(~70% na concentração de 40 µmol.mg-1 de prot.) . Esta inibição foi dose 
dependente e localizada entre os complexos I e III da cadeia respiratória. O 
composto também estimulou a atividade ATPásica em ~100% na concentração de 
120 µmol.mg-1 de proteína. O potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm), analisado 
por citometria de fluxo foi reduzido pela maleimida na concentração de 40 µmol.mg-1 
de prot., em ~40%.  
Os efeitos citotóxicos desta maleimida também foram avaliados por PRADO 
(2005) em cultura celular. O autor demonstrou que em células de melanoma murino 
da linhagem B16-F10 o  consumo de oxigênio foi reduzido em ~90% em presença 
de 50 µmol.L-1 de S2.2. A viabilidade destas células  foi reduzida em ~50% com 25 
µmol.L-1 do composto (após 4 horas de tratamento) e a morte de todas as células foi 
observada na concentração de 40 µmol.L-1. Da mesma forma, a proliferação e 
adesão das células B16-F10 também foram inibidas, em função da dose e do tempo 
de incubação. O composto S2.2  (30 µmol.kg-1) causou uma importante  redução 
(~70%) do crescimento tumoral in vivo, em modelo de melanoma murino em 
camundongos C57/BL6, sendo tal efeito observado tanto em tumores recém 
implantados (24 h) como em tumores anteriormente estabelecidos (10 dias). As 
análises morfológicas mostraram redução do número de células e alteração de 
vários parâmetros celulares, como a redução de tamanho, vacuolização do 
citoplasma, condensação da cromatina, diminuição do número de espículas 
celulares, desorganização do citoesqueleto de actina, assim como a formação de 
expansões globosas, efeitos sugestivos de apoptose. Este composto na 
concentração de 30 µmol.L-1 ainda reduziu o potencial elétrico de membrana (~70%) 
e aumentou os níveis de citocromo c citoplasmático (~37%). O autor concluiu que a 
S2.2 possui uma importante atividade antimelanoma, que pode ser exercida por 
diferentes mecanismos, dentre eles, a apoptose. 
Em relação à seguinte classe de imidas cíclicas, as succinimidas, são 
descritas as atividades antimicrobiana, antiespasmódica, analgésica, embora as 
mesmas não  tão intensas  quanto àquelas observadas para as correspondentes 
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maleimidas (CECHINEL-FILHO et al., 2003). Efeitos anticonvulsivantes também 
foram descritos para estes compostos (KAMINSKI et al., 2008).  
Já para as glutarimidas foram demonstradas as atividades antifúngica 
(VOLPP & DOUNCHIS, 1971), antipsicótica (YEVICH et al., 1986), anticonvulsivante 
(GOEHRING et al., 1990),  analgésica (CECHINEL-FILHO et al., 2003), ansiolítica e 
antidepressiva (PALUCHOWSKA et al., 2007).  
Para as ftalimidas, são relatadas as atividades anticonvulsivante 
(CECHINEL-FILHO et al., 2003), antibacteriana (ANDRICOPULO et al., 2000) e 
citotóxica em células renais de macaco verde africano (ABDEL-AZIZ, 2007).  
A última classe citada, as naftalimidas, apresenta atividade citostática contra 
diferentes tipos de tumores (TORRES SUÁREZ & CAMACHO, 1994; BRAÑA et al., 
1995; COSTANZA et al., 1995) e analgésica (ANDRICOPULO et al., 2000). 
As imidas cíclicas também têm sido utilizadas na síntese de fármacos 
poliméricos com atividades biológicas de interesse como antitumoral, antiviral, 
antibacteriana e fungicida, a exemplo de copolímeros do tipo metacrilato de 
poliglicilmaleimida (GMI-CO-MA) e vinil acetato de poliglicilmaleimida (GMI-CO-VAC) 




3.  JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS  
 
Estudos realizados no laboratório de Oxidações Biológicas e de Cultivo 
Celular do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR apontam o 
MI-D e a S2.2 como potenciais fármacos para o tratamento do melanoma. Como já 
descrito, estes compostos têm a capacidade de inibir o crescimento do tumor já 
desenvolvido e de reduzir a viabilidade de células de melanoma murino B16-F10 em 
cultura. Estudos morfológicos também sugeriram que a morte celular ocorre por 
apoptose. Contudo, o mecanismo pelo qual ocorreria este tipo de morte ainda não 
foi totalmente esclarecido. 
 
Em adição a ação antitumoral, o MI-D e a S2.2 exercem importantes efeitos 
sobre a bioenergética mitocondrial, comprometendo de forma significativa os 
eventos relacionados a fosforilação oxidativa, incluindo a permeabilidade das 
membranas mitocondriais. Uma vez que alterações nesta permeabilidade podem 
desencadear a morte celular, é possível que os compostos estejam causando a 
morte das células tumorais por eventos relacionados à via mitocondrial.  
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar esta possibilidade ao 
determinar os efeitos do MI-D e da S2.2 sobre a formação do poro de transição de 
permeabilidade  e  transporte de cálcio, sobre o estresse oxidativo e defesas 
antioxidantes e sobre a liberação de citocromo c, fenômenos que estão diretamente 
relacionados com a indução de apoptose pela via mitocondrial, e assim contribuir 
para o  conhecimento do mecanismo de ação destes compostos nas células 
cancerosas. Para tanto foram utilizados diferentes modelos experimentais: 
mitocôndrias isoladas, partículas submitocondriais, lipossomas e células em cultura 
e, estabelecidos, os seguintes objetivos específicos:  
 
a) Em mitocôndrias isoladas de fígado de rato, avaliar os efeitos do MI-D e da 
S2.2 sobre: 
- a formação do poro de transição de permeabilidade e o fluxo de cálcio;  




b) Em partículas submitocondriais e lipossomas de fosfatidilcolina, avaliar os 
efeitos do MI-D e S2.2 sobre a lipoperoxidação induzida. 
 
c) Em cultura de células B16-F10 e HeLa avaliar os efeitos do MI-D e da S2.2 
sobre: 
-  a produção de peróxidos, a lipoperoxidação não induzida e a liberação de 
      citocromo c. 





4. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 
 
 
FIGURA 12. Fluxograma do plano de trabalho experimental. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1 REAGENTES  
 
Foram obtidos da Sigma Chemical Co. : Dimetil sulfóxido (DMSO), D-manitol, 
ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2'-etanossulfônico (HEPES), ácido etilenoglicol 
bis(éter 2-aminoetil)-N,N,N’,N’ tetracético (EGTA), ácido etilenodiaminotetracético 
(EDTA), albumina de soro bovino, ácido glutâmico, adenosina 5’-difosfato (ADP), 
adenosina 5’-trifosfato (ATP), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH),  
fosfoenolpiruvato, piruvato quinase (tipo I, 100U/mg de proteína), lactato 
desidrogenase (tipo I, 60U/mg de proteína), carbonilcianida p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), brometo de 3-(4,5-demitiltiazol-2-il)-2,5-difenil 
tetrazólio (MTT), Fura 2AM e tris (hidroximetil) amino metano (TRIS). 
Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos dos laboratórios: ácido cis-
parinárico (Molecular Probes), meio essencial mínimo de Eagle (MEM) e RPMI 1640 
(Flow laboratories), soro fetal bovino estéril (Invitrogen) e tripsina (Difco). Os demais 
reagentes, também com  alto grau de pureza,  foram obtidos da Merck. 
O MI-D (cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilamina) 
foi sintetizado e gentilmente cedido pela Profª. Dra. Áurea Echevarria do 
Departamento de Química do Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal  
Rural do Rio de Janeiro. O composto teve sua estrutura confirmada por RMN 1H e 
13C e espectroscopia de massas (GRYNBERG et al., 1997). A S2.2 (N-
fenilmaleimida) foi sintetizada e caracterizada estruturalmente por métodos 
espectroscópicos e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Valdir Cechinel-Filho e pela 
Profa. Dra. Fátima de Campos Buzzi, da Universídade do Vale do Itajaí. 
 
5.1.1 Preparação das soluções de MI-D e S2.2 
As soluções de MI-D e S2.2 foram preparadas em DMSO e mantidas 
congeladas a –18ºC. Para a utilização nos ensaios, as soluções estoque foram 
diluídas em meio de reação, a fim de obter-se a concentração final desejada para 
cada situação experimental. Em todos os ensaios (com exceção dos realizados em 
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cultura celular) os compostos foram incubados por 2 minutos no sistema de reação 
antes do início dos experimentos. Para cada ensaio foi feito o respectivo controle 
com a mesma concentração do solvente (DMSO), mantendo-se as mesmas 




Para o isolamento de mitocôndrias, foram utilizados ratos albinos, da 
linhagem Wistar, machos, pesando entre 200 g - 300g, mantidos pelo biotério do 
Setor de Ciências Biológicas da UFPR. Os animais foram mantidos  em jejum por 12 
horas com água  à vontade. Todos os procedimentos experimentais foram 
aprovados e certificados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Setor 
de Ciências Biológicas da UFPR  (Certificado nº 242 em anexo).  
 
5.3  OBTENÇÃO DE FRAÇÕES SUBCELULARES 
5.3.1 Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato. 
Mitocôndrias de fígado de rato foram isoladas como descrito por VOSS et al. 
(1961) com algumas modificações, utilizando como meio de isolamento: D-manitol 
250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7.2, EGTA 1 mmol.L-1 e BSA 0,1g%. Para a 
obtenção das mitocôndrias, os animais foram sacrificados por decapitação. O fígado 
foi imediatamente retirado e imerso em meio de extração gelado. Após lavado, o 
órgão foi picado e homogeneizado em homogenizador van Potter Elvehjen, usando-
se sucessivamente pistilo frouxo (3 vezes) e normal (2 vezes). O homogeneizado 
obtido foi centrifugado a 320 x g a 4ºC em centrífuga Hitachi himac CR21E, durante 
5 minutos, para eliminação de restos de células intactas, membranas e núcleos. O 
sedimento foi desprezado e o sobrenadante centrifugado a 12.600 x g, durante 10 
minutos a 4ºC. O precipitado obtido, constituído de mitocôndrias intactas, foi 
ressuspenso, lavado duas vezes em meio de extração por centrifugação a 8.100 x g, 
durante 10 minutos a 4ºC. As mitocôndrias assim obtidas foram ressuspensas em 




5.3.2 Obtenção de partículas submitocondriais (PSMs) 
As PSMs foram obtidas de acordo com PENIN et al. (1982), com pequenas 
modificações. Para a obtenção de PSM acopladas, as mitocôndrias obtidas como 
descrito no item anterior foram ressuspensas em concentração de 10 mgmL-1 em 
meio constituído de KH2PO4 20 mmol.L
-1 pH 7,4. A suspensão foi centrifugada a 
105.000 x g por 9 minutos em ultracentrífuga Hitachi himac cp90β, o precipitado foi 
ressuspenso em meio constituído de sacarose 250 mmol.L-1 e TRIS-HCI 10 mmol.L-1 
pH 7,4, e submetido a centrifugação a 1.500 x g por 15 minutos, para eliminar 
remanescentes de membrana externa. O precipitado foi ressuspenso em meio 
constituído de sacarose 250 mmol.L-1, TRIS-H2SO4 10 mmol.L
-1 (pH 7,5), ATP 1 
mmol.L-1 e MgSO4 15 mmol.L
-1. A suspensão, mantida a 4°C, foi sonicada a 40 
Watts em seis intervalos de 30 segundos para obtenção de PSM acopladas. Em 
seguida a suspensão foi centrifugada a 22.500 x g por 10 minutos a 4°C, sendo o 
sobrenadante centrifugado a 105.000 x g por 75 minutos e o precipitado, constituído 
de partículas submitocondriais, ressuspenso em meio contendo sacarose 250 
mmol.L-1 TRIS-H2S04 10 mmol.L
-1 (pH 7,5) e MgSO4 10 mmol.L-1. Esta última 
centrifugação foi repetida mais uma vez, e a preparação foi acondicionada em 
nitrogênio líquido. 
Para a obtenção de PSM desacopladas utilizou-se mitocôndrias previamente 
isoladas, seguindo-se o procedimento descrito acima com exceção da etapa de 
sonicação que, neste caso, foi realizada a 80 Watts em três intervalos de 1 minuto. 
As partículas acopladas e desacopladas foram diferenciadas por sua atividade de 
ATPase, a qual foi avaliada espectrofotometricamente como descrito (PULMAN et 
al.,  1970; MARTINS et al., 1988). O meio de reação foi constituído de  sacarose 50 
m mol.L-1, TRIS-HCl 12 mmol.L-1, pH 7,4, KCl 50 mmol.L-1, NADH 0.2 mmol.L-1, PEP 
1,0 mmol.L-1, piruvato quinase 4U, lactato desidrogenase 3U, ATP 3 mmol.L-1  e 100 
µg de  PSM. A reação ocorreu a 30ºC na presença ou ausência de 1µmol.L-1  de 
FCCP. A concentração de NADH foi determinada utilizando-se o coeficiente de 
extinção molar de 6.220 mol-1. L. cm-1 em 340 nm e os resultados foram expressos 
como nmol de Pi liberado por min por mg  de proteína, considerando que  1.0 nmol   





5.4  PREPARAÇÃO DE LIPOSSOMAS DE FOSFATIDILCOLINA 
5.4.1 Lipossomas unilamelares - indução da lipoperoxidação com AAPH (α-α' Azodiisobutiramidina 
dihidrocloreto). 
Lipossomas unilamelares de fosfatidilcolina de soja (PC) foram preparados 
como descrito por DINIS et al. (1993) com pequenas modificações. O lipídeo foi 
dissolvido em clorofórmio e o solvente evaporado até a secura, em evaporador 
rotatório a 37ºC. A seguir o filme lipídico foi hidratado com volume adequado de 
tampão TRIS-HCl 10 mmol.L-1, pH 7,4,  adicionado de forma a se obter uma 
concentração lipídica final de 5 mmol.L-1. A mistura foi levemente agitada em banho-
maria a 37ºC obtendo-se assim lipossomas multilamelares. A partir desta 
preparação foram obtidos os lipossomas unilamelares como descrito por 
MacDONALD et al. (1991). Para tanto, a preparação foi submetida a 7 passagens 
através de um filtro simples de poliestireno com 0,22µm de tamanho do poro. 
  
5.4.2 Lipossomas multilamelares -  indução da lipoperoxidação com ABCPA (4,4 azobis (ácido 4-
cianopentóico)). 
Os lipossomas multilamelares com o indutor de fase lipídica ABCPA, foram 
preparados de acordo com TESORIERE et al. (1993) com algumas modificações. 
Soluções de fofatidilcolina de soja em clorofórmio foram misturadas com o indutor de 
radicais de fase lipídica  ABCPA, dissolvido em metanol, num balão de evaporação 
mantido sempre em banho de gelo. Os solventes foram secos por corrente de 
nitrogênio gasoso, o filme obtido foi dissolvido em tampão TRIS-HCl 16 mmol.L-1 (pH 
7,2), para obter uma concentração de 10 mmol.L-1 de ABCPA e 800 µmol.L-1 de 
fosfatidilcolina de soja. A solução foi agitada em vortex por 10 minutos, obtendo-se 




5.5 MÉTODOS ANALÍTICOS ENVOLVENDO AS PREPARAÇÕES MITOCONDRIAIS 
5.5.1 Transição de permeabilidade mitocondrial  
Os experimentos de transição de permeabilidade mitocondrial foram 
realizados acompanhando-se o decréscimo da absorbância em 540 nm relativa ao 
inchamento da organela conforme descrito (BERNARDI et al., 1992; GUNTER & 
PFEIFER, 1990). O meio de reação foi constituído de D-manitol 250 mmol.L-1, 
tampão HEPES 10 mmol.L-1 (pH 7,2), glutamato de potássio 4 mmol.L-1, proteína 
mitocondrial  0,5 mg. mL-1 e 45 µmol.L-1 de CaCl2. Foram feitas adições individuais 
de ditiotreitol (DTT) 1 mmol.L-1, EGTA 1 mmol.L-1, e ciclosporina A (CsA)  
0,5 µmol.L-1, para confirmar que o inchamento observado era decorrente da 
formação do poro. Para induzir o inchamento pela formação do PTPM foi usado 
fosfato de potássio 0,3 mmol.L-1 ou H2O2 10 µmol.L
-1. 
 
5.5.2 Transporte mitocondrial de cálcio 
Mitocôndrias de fígado de rato obtidas como descrito no item 5.3.1. foram 
utilizadas nos ensaios de fluxo de cálcio  conforme descrito por SCARPA (1979) com 
meio de reação contendo: D-manitol 125 mmol.L-1, KCl 65 mmol.L-1, HEPES-KOH 
(pH 7,2) 10 mmol.L-1 e fosfato de potássio 1 mmol.L-1. Este meio foi incubado com 
resina Chelex-100 0,1% e mantido sob agitação constante durante período mínimo 
de 4 horas, antes do uso.  No ensaio, mitocôndrias (3,5 mg.mL-1) foram incubadas 
com fura 2AM 5 µmol.L-1 durante 20 min, no escuro a 28ºC. Decorrido este tempo  a 
preparação foi centrifugada durante 10 min a  8.100 x g e CaCl2 13,5 µmol.L
-1 foi 
adicionado, sendo seu influxo  iniciado pela adição de glutamato de sódio  
4 mmol.L-1. Após  finalizada captação, o efluxo do íon foi induzido por FCCP  
1 µmol.L-1 ou por vermelho de rutênio 10 µmol.L-1. As alterações de intensidade de 
fluorescência provocadas pela captação e efluxo do íon, foram acompanhadas em 
espectrofluorímetro Shimadzu modelo RF-5301PC a 340 nm  para emissão e 510 




5.6 DETERMINAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 
 
Foram usadas diferentes metodologias para quantificar a peroxidação 
lipídica. Para o MI-D foi usado o método de TBARS e consumo de oxigênio, e para a 
S2.2 foi usado o método de TBARS e a oxidação do ácido cis-parinárico. 
 
5.6.1 Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
Mitocôndrias, obtidas conforme descrito no item 5.3.1 foram incubadas sob 
agitação constante, a 37ºC, em meio de reação constituído de: D-manitol 250 
mmol.L-1 e HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2. Foram usadas duas metodologias para a 
indução da lipoperoxidação. Uma utilizando o α-α’-Azodiisobutiramidina 
dihidrocloreto, AAPH (10 mmol.L-1), um indutor de radicais livres de fase aquosa, e a 
outra por adição de ADP 2 mmol.L-1, FeCl3 0,2 mmol.L
-1 e 2-oxoglutarato 6 mmol.L-1 
(TAKAYANAGI et al., 1980) para induzir a produção de radicais livres provenientes 
da cadeia respiratória. Após 45 minutos de incubação, alíquotas foram retiradas, às  
quais foram adicionadas  2 mL de reativo constituído de ácido tricloroacético (TCA) 
15% (w/v), ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,375% (w/v) em HCl 0,25 mol.L-1 e butil 
hidroxitolueno (BHT) 0,01%. A mistura foi submetida à fervura por 15 minutos em 
banho-maria, resfriada e centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos. A absorbância do 
sobrenadante foi determinada em 535 nm e os resultados foram expressos em nmol 
de TBARS por miligrama de proteína, utilizando-se o coeficiente de extinção molar 
do malondialdeído de 1,56 x 105 mol-1.L.cm-1 (BUEGE & AUST, 1978). 
 
5.6.2 Medida da fluorescência do ácido cis-parinárico 
As determinações fluorimétricas do ácido cis-parinárico (PnA) foram 
realizadas em espectrofluorímetro – modelo – RF –5301 PC – Shimadzu a 27°C sob  
agitação constante. A solução estoque de ácido cis-parinárico foi preparada a 2 
mmol.L-1 em etanol e conservada em alíquotas sob atmosfera de N2, a –18ºC. A 
concentração desta solução foi determinada com base na absortividade molar a 304 
nm, utilizando o coeficiente de extinção molar ε 78.000 mol-1.L.cm-1  correspondente 
à banda de maior intensidade do espectro de absorção (SKLAR et a, 1977 a, b). A 
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incorporação da sonda PnA foi iniciada pela adição de uma alíquota de uma solução 
etanólica de ácido cis–parinárico a suspensão de partículas submitocondriais em 
tampão TRIS-HCl 25 mmol.L-1 (pH 7,4) e NaCl 125 mmol.L-1, sob leve agitação, por 
2 minutos. A intensidade de fluorescência foi registrada ao longo do tempo, 
utilizando-se os comprimentos de onda de 324 nm e 413 nm, para excitação e 
emissão, respectivamente, com abertura de fenda de 5. Para indução da oxidação 
do PnA foi usado AAPH 10 mmol.L-1. 
 
5.6.3 Consumo de Oxigênio 
A oxidação lipídica das membranas (lipossomas de fosfatidilcolina de soja e 
partículas submitocondriais) foi seguida cineticamente pelo registro do consumo de 
oxigênio detectado por intermédio de um eletrodo de oxigênio do tipo Clark em 
oxígrafo GILSON acoplado a um registrador. As reações foram realizadas em 
câmara de vidro fechada com capacidade de 1,3 mL, termostatizada e com agitação 
constante, sendo iniciadas pela adição dos indutores da lipoperoxidação AAPH 
10mmol.L-1 , ABCPA 10mmol.L-1 ou Fe2+/NADH  500µmol.L-1 e 100  µmol.L-1. 
 
 
5.7 CAPACIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAL SUPERÓXIDO 
 
A capacidade seqüestradora do radical superóxido foi avaliada pelo método 
descrito por Nishimiki e seus colaboradores (1972), com algumas modificações. 
Neste ensaio, radicais superóxido gerados em presença de NADH e PMS reduzem o 
nitroblue tetrazolium (NBT). O sistema de reação foi constituído de tampão TRIS-HCl 
10 mmol.L-1 (pH 8,0), NADH 340µmol.L-1, NBT 72µmol.L-1 e PMS 30µmol.L-1. A 
reação foi acompanhada a 560 nm durante 5 minutos e a capacidade sequestradora 



















Foram utilizadas células da linhagem B16-F10 e HeLa. As B16-F10 são 
células de melanoma murino, que crescem em monocamada. Células HeLa são 
derivadas de carcinoma de cervix uterino humano, crescem em monocamada e 
apresentam aparência epitelial. As duas linhagens foram procedentes da American 
Type Culture Collection, sendo adquiridas da Seção de Cultivo Celular do Instituto 
Adolfo Lutz, São Paulo, e mantidas no laboratório de cultivo celular do Departamento 
de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR.  
 
5.8.2 Esterilização de Materiais 
Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de células 
(frascos de vidro para armazenamento de soluções, equipamento para filtração sob 
pressão, pipetas de vidro, microtubos e ponteiras de pipetas automáticas) foram 
esterilizados em autoclave a 120ºC, durante 45 minutos, a 1 atm. Material de 
plástico como garrafas, tubos cônicos e rodos foram esterilizados em microondas, 
durante 40 minutos. 
 
5.8.3 Soluções e Meios de Cultura 
5.8.3.1 Solução Salina Tamponada (PBS) 
A solução salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solução 
estoque concentrada 5 vezes. Esta solução concentrada foi constituída por:  
NaCl 680 mmol.L-1, KCl 13,4 mmol.L-1, Na2HPO4 40,5 mmol.L
-1 (pH 7,5). A solução 
foi esterilizada em autoclave (120oC, 45 minutos) e armazenada a 4oC. Para o uso, a 




5.8.3.2. Solução Balanceada de Hanks (HBSS) 
A solução balanceada de Hanks (HBSS) se constitui da mistura das 
soluções A e B, as quais foram preparadas como soluções estoque (concentradas 
20x) e armazenadas a 4oC. A solução A era composta de NaCl  2,73 mol.L-1, KCl 
107 mmol.L-1,  CaCl2 25 mmol.L
-1 e MgSO4.7H2O  27 mmol.L
-1. A solução B era 
constituída por Na2HPO4 8,5 mmol.L
-1 e glicose 110 mmol.L-1. As duas soluções 
foram preparadas em água ultrapura em volume de 50 mL e armazenadas a 4oC. 
Para o uso, as soluções A e B foram misturadas (1:1), diluídas com água ultrapura e 
o pH  ajustado para 7,4. As soluções foram esterilizadas em autoclave (120oC, 45 
minutos) e armazenada a 4oC. 
 
5.8.3.3  Meios de Cultura 
Os meios de cultura utilizados foram meio essencial mínimo de Eagle (MEM) 
e RPMI 1640, reconstituídos em água ultrapura e esterilizados por filtração em 
membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 µm (Millipore®) sob 
pressão em aparelho Sartorius. Após o procedimento de filtração, alíquotas do meio 
foram deixadas em estufa 37oC, para acompanhamento do aparecimento de 
eventuais contaminantes. Os meios foram mantidos em geladeira a 4oC. Para os 
experimentos os meios foram suplementados com quantidade adequada de soro 
fetal bovino estéril inativado. O pH do meio foi ajustado com quantidades adequadas 
de solução de bicarbonato de sódio esterilizado em autoclave a 120oC por 45 
minutos, e para o tamponamento do meio em pH 7,4 foi utilizado HEPES  
20 mmol.L-1 (pH 7,0).  
 
5.8.3.4  Solução de Tripsina-EDTA 
A solução de tripsina-EDTA  foi constituída de NaCl  137 mmol.L-1,  
KCl 5,4 mmol.L-1, glucose 5 mmol.L-1 , Na2HPO4 0,42 mmol.L
-1, KH2PO4 0,44 
mmol.L-1, NaHCO3 2,3 mmol.L
-1, EDTA  0,53 mmol.L-1, 50 mg % tripsina (1:250) e  
2 mg % de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4 com bicarbonato de 




5.8.4 Manutenção das Células B16-F10 
A linhagem celular foi cultivada seguindo a rotina do Laboratório de Cultivo 
Celular do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR,  em meio 
RPMI 1640 contendo 7,5% de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram mantidas 
em estufa (Sanyo), em atmosfera contendo 5% de CO2, com umidade controlada de 
95% e temperatura constante de 37ºC. Os repiques foram realizados utilizando-se 
solução Tripsina-EDTA (item 5.8.3.4) para descolar as células. Para armazenamento 
das linhagens, as células (106 células.mL-1) foram suspensas em meio de cultura, 
acrescido de soro fetal bovino 40% (v/v) e DMSO 10% (v/v), e congeladas 
inicialmente a –20°C durante 2 horas, passadas a -70°C e mantidas durante 48 
horas, e a seguir estocadas em nitrogênio líquido (-196ºC). Para uso as células 
foram descongeladas a 37°C e adicionadas em garrafas pequenas (50 mL) contendo 
meio adequado como já descrito. Após adesão das células à superfície da garrafa 
(~2h), o meio foi trocado, eliminando-se o meio de congelamento contendo o DMSO 
e eventuais células mortas. A monocamada de células foi rotineiramente observada 
em microscópio invertido (Olympus, modelo CK2). 
 
5.8.5 Manutenção das Células HeLa. 
As células HeLa foram cultivadas em condições similares às células B16-
F10 com pequenas modificações: o meio de cultivo usado foi o MEM com 7,5 % de 
SFB e as células foram repicadas com tripsina-EDTA. 
 
5.8.6 Determinação da viabilidade celular pelo método do MTT 
A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-
metil [4-, 5-dimetiltiazol-2il]-2,5 difeniltetrazólio) de acordo com o descrito por 
MOSSMAN (1983). Segundo o princípio do método, as células viáveis e 
metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazólio formando cristais de formazan 
solúveis em DMSO que absorvem a 550 nm. 
Células HeLa e B16-F10 foram plaqueadas (1 x 104 células por poço) em 
placas de 96 poços e incubadas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% CO2 durante 
24 horas para total aderência. Após o período de aderência as células foram 
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tratadas com DMSO (grupo controle) ou com um dos compostos em estudo. Após o 
tempo de tratamento o sobrenadante foi descartado e aos poços foi acrescentado 
180 µL de HBSS mais 20 µL de solução de MTT de modo a obter-se uma 
concentração final de MTT de 500 µg.mL-1. As células foram incubadas por mais 3 
horas a 37°C em atmosfera de 5 % CO2. Após a incubação o excesso de MTT foi 
removido e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO. A leitura 
da absorbância em 550 nm foi realizada em leitor de microplacas BIO-RAD modelo 
Bemchmark, utilizando-se o solvente DMSO como branco. 
 
5.8.7  Determinação de peróxidos. 
Peróxidos foram quantificados pelo método da oxidação do íon ferroso 
detectado pela formação do complexo Fe3+ - alaranjado de xilenol (JIANG et 
al.,1990). Células HeLa e B16-F10 foram plaqueadas (1 x 104 células por poço) em 
placas de 96 poços e incubadas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 
durante 24 horas para total aderência. Após o período de aderência as células foram 
tratadas com DMSO (grupo controle) ou com um dos compostos em estudo. Após o 
tempo de tratamento, 30µL do meio sobrenadante foram misturados com 270µL de 
solução indicadora (250 µmol.L-1 de sulfato ferroso amoniacal, 25mmol.L-1 de H2SO4, 
100 mmol.L-1 de sorbitol e 125 µmol.L-1 de alaranjado de xilenol), seguido de 
agitação e incubação a temperatura ambiente durante 1 hora, no escuro. Após 
incubação a formação do complexo alaranjado de xilenol – Fe (III) foi avaliada pela 
absorbância a 560 nm em leitor de microplacas BIO-RAD modelo Bemchmark. Os 
resultados foram expressos em µmol de peróxido, calculado de acordo a curva de 
calibração realizada com soluções de H2O2 de concentração conhecida. 
  
5.8.8 Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em células  
A determinação da lipoperoxidação em células HeLa e B16-F10 foi realizada 
de acordo ao método descrito por OHKAWA et al. (1979) com modificações.  As 
células foram plaqueadas (4x105 células/poço) em placa de 6 poços e incubadas 
durante 24 horas. Em seguida as células foram tratadas com cada um dos 
compostos, mantendo um volume final de 2 mL/poço. Após o tratamento as células 
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foram soltas com rodo e sonicadas durante 30 segundos a 20W, alíquotas de 250µL 
foram retiradas e misturadas com 100 µL de SDS 7%, 150 µL de ácido 
fosfotungstínico 1%, e 1,5 mL de TBA 0,67% (preparado em  HCl 66,66 mmol.L-1, no 
escuro e sob aquecimento). As amostras foram agitadas e incubadas a 95ºC durante 
1 hora, seguida de resfriamento em banho de gelo, n-butanol (2 mL) foi adicionado, 
seguindo-se forte agitação em vortex e centrifugação a 4000 x g durante 10 minutos. 
A fluorescência da fase orgânica  foi determinada em espectrofotômetro de 
fluorescência Shimadzu modelo RF-5301PC, com 520 nm e 553 nm, de emissão e 
excitação, respectivamente, com abertura de fenda de 5. Os resultados foram 
calculados utilizando-se curva de calibração com 1,1,3,3-tetraetoxi propano. 
 
5.8.9  Detecção da liberação de citocromo c 
Para a detecção do citocromo c, foi usada a metodologia descrita por 
APPAIX et al. (2000) com algumas modificações. As células (4 x 105 células/poço) 
foram plaqueadas em placa de 6 poços e incubadas por 12 horas em estufa a 37ºC 
e atmosfera de 5% CO2. Decorrido este tempo,  foram expostas a cada um dos 
compostos em estudo (MI-D ou S2.2) diluídos em meio de cultura. Após o 
tratamento, as células foram soltas, centrifugadas e lavadas com PBS, mantendo um 
volume final de 1mL. Uma alíquota de 30 µL foi separada para quantificação de 
proteína pelo método de BRADFORD (1956). A segunda alíquota foi centrifugada a 
4.500 x g durante 15 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de solução A 
(TRIS-HCl 10mg.mL-1, pH 7,2, EGTA 3mg.mL-1 e sacarose 50 µg.mL-1) e digitonina 
10 µmol.L-1 foi adicionada e incubada durante 30 minutos a 4ºC. Após o período de 
incubação a suspensão celular foi centrifugada a 10.000 x g durante 30 minutos. O 
sobrenadante foi filtrado usando membrana de poliestireno com diâmetro de poro de  
200 nm, sendo sua absorbância lida  a 414 nm. A concentração de citocromo c 
liberada foi calculada usando o ε 100 mmol-1.L.cm-1, e os resultados expressos em 




5.8.10 Obtenção do extrato livre de células (ELC) 
Para a obtenção do extrato livre de células, células HeLa foram descoladas 
com rodo, ressuspensas em PBS e congeladas em nitrogênio liquido. Para 
realização dos experimentos a suspensão de células foi sonicada a potência de 
20W, três vezes, por 20 segundos. Em seguida as células foram centrifugadas a 
13.000 x g durante 10 minutos e o sobrenadante livre de partículas celulares foi 
usado nos ensaios enzimáticos. 
 
5.8.11  Determinação da atividade de enzimas antioxidantes 
 Todos os ensaios para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes foram 
acompanhados em espectrofotômetro Shimadzu UV-2450, como descrito a seguir. 
 
5.8.11.1 Superóxido Dismutase (SOD) 
A atividade da SOD foi avaliada de acordo com o método proposto por 
NISHIMIKI et al. (1972), com algumas modificações. Neste ensaio, radicais 
superóxido em presença de PMS e NADH, e em presença de SOD são dismutados 
a peróxido de hidrogênio. O sistema de reação foi constituído de tampão TRIS-HCl 
10 mmol.L-1 (pH 8,0), NADH 340 µmol.L-1, NBT 72 µmol.L-1 e  
PMS 30 µmol.L-1 e ELC-HeLa 250 µg proteína/mL. A reação foi iniciada pela adição 
do NADH e acompanhada a 560 nm durante 1 minuto. Os resultados foram 
expressos em porcentagem em relação ao controle. 
 
5.8.11.2 Catalase 
A atividade da catalase foi acompanhada pelo decréscimo da absorbância a 
240 nm (AEBY, 1984) em sistema de reação  constituído de tampão fosfato 50 
mmol.L-1 (pH 7,0),  H2O2 10 mmol.L
-1 e ELC-HeLa 130 µg de proteína.mL-1. O ensaio 
foi iniciado pela adição do H2O2 e acompanhado durante 2 minutos. Os resultados 
expressos como porcentagem em relação ao controle, foram calculados 





5.8.11.3 Glutationa Peroxidase (Gpx) 
A atividade da Gpx foi avaliada de acordo com a técnica proposta por 
FLOHÉ & GUNZLER (1984). Neste ensaio a Gpx catalisa a redução do peróxido  em 
presença de GSH gerando glutationa oxidada (GSSG), a GSSG na presença de 
NADPH e Gred reduz novamente a glutationa. A atividade enzimática foi 
acompanhada pelo decréscimo da absorbância do NADPH a 340 nm. O sistema de 
reação foi composto de tampão fosfato 100 mmol.L-1 (pH 7,0) EDTA 1 mmol.L-1, 
GSH 2 mmol.L-1, NADPH 0,15 mmol.L-1, Gred purificada 0,2 U, t-butil hidroperóxido 
0,5 mmol.L-1 e ELC-HeLa 50 µg de prot.mL-1. A reação foi iniciada pela adição de t-
butil hidroperóxido e acompanhada durante 1 minuto. Os resultados foram expressos 
em porcentagem em relação ao controle, considerando o coeficiente de extinção 
molar do NADPH (6220 mol-1.L.cm-1). 
 
5.8.11.4 Glutationa Redutase (Gred) 
A atividade da Gred foi avaliada de acordo com a técnica proposta por Sies 
et al. (1979). Neste ensaio a Gred catalisa a redução da glutationa na presença de 
NADPH. O sistema de reação foi constituído de tampão fosfato 100 mmol.L-1 (pH 
7,0) EDTA 1 mmol.L-1, GSSG 0,66 mmol.L-1, NADPH 0,075 mmol.L-1 e ELC-HeLa 50 
µg de proteína.mL-1. A reação foi iniciada pela adição de GSSG e acompanhada 
durante 5 minutos a 340 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem em 
relação ao controle, considerando o coeficiente de extinção molar do NADPH (6220 
mol-1.L.cm-1).  
 
5.9 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
Nos ensaios com mitocôndrias isoladas de fígado de rato e partículas 
submitocondriais foi usado o método de quantificação de proteína descrito por 





5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (média± dp) e 
submetidos à analise de variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação das 
médias. Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados 






6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.1 EFEITOS DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A TRANSIÇÃO DE PERMEABILIDADE 
MITOCONDRIAL. 
 
Como descrito anteriormente, o aumento da permeabilidade das membranas 
mitocondriais está relacionado aos mecanismos de morte celular, apoptose e 
necrose (GOGVADZE et al., 2008; HIRSCH et al., 1998). No presente estudo, foram 
investigados os efeitos do MI-D e da S.2.2 sobre um dos mecanismos envolvidos no 
aumento de permeabilidade das membranas mitocondriais. Trata-se do fenômeno de 
transição de permeabilidade mitocondrial dependente da formação de um poro 
inespecífico entre as duas membranas, denominado poro de transição de 
permeabilidade mitocondrial (PTPM). O PTPM permite a passagem de solutos de 
até 1500 Da, o que leva ao inchamento mitocondrial e ao rompimento da membrana 
mitocondrial externa, ocorrendo, assim, a liberação de fatores proapoptóticos 
contidos no espaço intermembranas, entre eles o citocromo c. A formação do poro é 
dependente de vários fatores como o aumento da concentração citosólica de cálcio, 
a diminuição da relação NADPH/NADP+ e NADH/NAD+, a oxidação dos lipídeos de 
membrana e o aumento da concentração de fosfato, entre outros (GRIMM & 
BRDICZKA, 2007; KOWALTOWSKI  et al., 2001). 
Na mitocôndria energizada, o cálcio entra eletroforeticamente, levando a um 
rearranjo dos lipídeos de membrana, ao aumento da geração de ERO e à indução 
da lipoperoxidação, favorecendo, assim, a formação do PTPM (GRIJALBA et al., 
1999). Na presença de fosfato, o cálcio entra com maior facilidade, amplificando os 
seus efeitos sobre a mitocôndria. Além disso, foi comprovado que o fosfato induz a 
lipoperoxidação por catalizar a tautomerização de aldeídos Cn produzindo enóis, que 
podem ser oxidados por hemoproteínas gerando aldeídos Cn-1 em estado triplete. 
Estes aldeídos, como as ERO, induzem a formação de peróxidos e outros produtos 
decorrentes da fragmentação de lipideos (KOWALTOWSKI et al., 1996).    
Para confirmar que o inchamento mitocondrial observado era dependente da 
formação do poro foram usados três conhecidos inibidores do PTPM: EGTA, 
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quelante de cálcio, DTT, agente redutor de pontes dissulfeto e ciclosporina A (CsA), 
inibidor de ciclofilina D (KOWALTOWSKI et al., 1996). Observa-se na figura 13, a 
completa inibição do inchamento mitocondrial em presença destes inibidores em 
contraste ao inchamento observado para o experimento controle, realizado na 
ausência dos mesmos. Estes resultados confirmaram que o inchamento mitocondrial 
foi decorrente da formação do poro. 
O inchamento mitocondrial dependente da formação do PTPM induzido por 
cálcio e fosfato, na presença de substrato oxidável na presença ou ausência das 
drogas em estudo (MI-D e S2.2), foi acompanhado espectrofotometricamente pelo 
decréscimo da absorbância em 540 nm. O efeito do MI-D sobre o PTPM nas 
concentrações de 5 a 80 nmol. mg-1 de proteína está demonstrado nas figuras 13 e 
14. Observa-se que o composto promove a inibição do inchamento estatisticamente 
significativo a partir de 25 nmol.mg-1 prot., sendo esta inibição aproximadamente de 
25, 35 e 42% para as concentrações de 25, 65 e 80 nmol.mg-1 prot., 
respectivamente (FIGURAS 13 e 14). Embora seja clara a tendência desta inibição 
ser dose-dependente, não há diferença estatística entre as concentrações. 
A ação inibitória do MI-D sobre o inchamento mitocondrial não é surpresa se 
considerados os efeitos do composto sobre a bioenergética mitocondrial (CADENA 
et al., 1998). O MI-D é capaz de colapsar o potencial de membrana (∆Ψm) de forma 
dose dependente, nas mesmas concentrações aqui utilizadas. Sendo assim, uma 
vez que a formação do PTPM é dependente de cálcio e que a entrada do cátion é 
favorecida pelo potencial de membrana, o resultado era esperado. Neste contexto, a 
dependência do estado enérgetico mitocondrial na formação do PTPM foi tema da 
investigação de Huang e colaboradores (2001). Os autores demonstraram que em 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato a inibição parcial ou total do fluxo de elétrons 
resultava na inbição também parcial ou total da abertura do PTPM. Ainda, a adição 
de agentes desacopladores ao sistema experimental inibia completamente a 
abertura do poro e a liberação de citocromo c. No caso do MI-D, que foi classificado 
como desacoplador inibitório, a inibição sobre o PTPM não foi total (~42% na 
concentração de 80 nmol.mg-1 prot.), o que também é coerente, pois seu efeito 
desacoplador é inferior ao dos desacopladores clássicos, como o  CCCP, utilizado 
no trabalho de Huang e colaboradores (2001). 
 
FIGURA 13. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: 
0,3 mmol.L-1, CaCl2 45 µmol.L
glutamato de potássio 4 mmol.L
1, DTT 1 mmol.L-1,  CsA 0,5 µmol.L
experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos 






-D sobre o inchamento mitocondrial induzido
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-1 e 0,5 mg prot.mL-1, a 28ºC. O inchamento foi 
-1 na ausência de MI-D (controle) ou na presença de EGTA 1 mmol.L
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FIGURA 14. Efeito do MI-D sobre a amplitude do inchamento mitocondrial induzido 
por fosfato.  
FONTE: O autor (2009).  
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, KH2PO4  
0,3 mmol.L-1, CaCl2 45 µmol.L
-1 e 0,5 mg prot.mL-1, a 28ºC. O inchamento foi iniciado pela adição de 
glutamato de potássio 4 mmol.L-1 na ausência de MI-D (controle) ou na presença de diferentes 
concentrações de MI-D. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos 
(item 5.5.1). Os valores representam a média ± dp do delta de absorbância (absorbância inicial 
menos absorbância final em 5 minutos), de 5 experimentos independentes. * e *** Significativamente 
diferente do controle ao nível de p< 0,05 e p< 0,001, respectivamente.  
 
Os efeitos do MI-D sobre a transição de permeabilidade mitocondrial em 
sistema induzido por fostato poderiam ser justificados pelos efeitos que o composto 
promove sobre a bioenergética mitocondrial. Porém, a informação de que o MI-D é 
capaz de inibir a lipoperoxidação ferro-induzida em mitocôndrias isoladas e de 
seqüestrar O2
•- em sistema livre de células (MENDEZ-SANCHEZ et al., 2008) 
conduziram a realização de novos experimentos nos quais a formação do PTPM foi 
induzida por H2O2 em presença de cálcio e substrato oxidável. Neste sistema, o 
H2O2 atravessa a membrana mitocondrial, reage com proteínas ferro-enxofre da 
cadeia respiratória, induzindo a liberação de ferro e a reação de Fenton, o que por 
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sua vez, pode levar a geração de radical hidroxila, a indução da lipoperoxidação e a 
formação do PTPM (OTT et al., 2007). 
Os resultados destes experimentos estão representados nas figuras 15 e 16. 
Observa-se na figura 15 que na ausência de cálcio não ocorreu o inchamento, como 
era esperado, enquanto que na presença de cálcio (controle) ocorreu um 
inchamento de pequena amplitude. A amplitude do inchamento foi maior na 
presença do indutor (H2O2), mas menor quando comparada àquela observada na 
figura 13, quando o indutor do PTPM foi o fosfato. Este resultado reflete a diferença 
entre os mecanismos envolvidos na formação do PTPM pelos indutores. O MI-D (80 
nmol.mg-1 prot.) inibiu  o inchamento mitocondrial induzido por H2O2 na presença de 
cálcio (FIGURA 15) sendo que esta inibição foi de ~66% (FIGURA 16). No entanto, o 
perfil foi diferente do observado quando o indutor utilizado foi o fosfato (FIGURA 13). 
Durante os primeiros dois minutos de reação observou-se completa inibição seguida 
de um gradativo, mas pequeno, aumento do inchamento mitocondrial (FIGURA 15). 
Embora este resultado indique a capacidade seqüestradora de radicais livres do MI-
D, não se pode descartar o efeito do composto sobre a entrada do cálcio.   
 
FIGURA 15. Efeito do MI
de hidrogênio.  
FONTE: O autor. 
NOTA: Sistema de reação: D
0,5 mg prot.mL-1, a 28°C. O inchamento foi iniciado pela 
Todos os experimentos, com exceção do indicado na legenda, foram realizados na presença de 
cálcio e: na presença de MI-D (80 nmol.mg
de H2O2 e MI-D – controle; na presença de H
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FIGURA 16. Efeito do MI-D sobre a amplitude do inchamento mitocondrial induzido 
por peróxido de hidrogênio.  
FONTE: O autor. 
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, CaCl2 45 µmol.L
-1 e 
0,5 mg prot.mL-1, a 28°C. O inchamento foi iniciado pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L-1, 
na presença de H2O2 (10µmol.L
-1)  ou na presença de MI-D (80 nmol.mg1 prot.) mais H2O2 (10µmol.L
-
1). As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 5.5.1). Os 
valores representam a média ± dp do delta de absorbância (absorbância inicial menos absorbância 
final em 5 minutos), de 6 experimentos independentes. *** Significativamente diferente do controle ao 
nível de p< 0,001. 
 
 
O efeito da S2.2 sobre a formação do PTPM foi analisado num sistema 
contendo cálcio e fosfato, nas mesmas condições descritas anteriormente para o MI-
D. Na figura 17 observa-se no experimento controle o inchamento mitocondrial 
decorrente da formação do PTPM, enquanto que a presença da S2.2 promove 
inibição quase total, independente da concentração (40 a 120 nmol.mg-1 prot.) 
(FIGURAS 17 e 18). Assim como o MI-D, a S2.2 compromete de forma significativa 
as funções mitocondriais relacionadas a provisão de energia (PRADO et al., 2004), 
sendo possível sugerir que o composto esteja impedindo a entrada do cálcio na 




FIGURA 17. Efeito da S2.2 sobre 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: 
0,3 mmol.L-1, CaCl2 45 µmol.L
glutamato de potássio 4 mmol.L
concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e 
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-1 na ausência de S2.2 (controle) ou na presença de S2.2 nas 
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 por fosfato.  








FIGURA 18. Efeito da S2.2 sobre a amplitude do inchamento mitocondrial induzido 
por fosfato.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, KH2PO4  
0,3 mmol.L-1, CaCl2 45 µmol.L
-1 e 0,5 mg prot.mL-1, a 28°C. O inchamento foi iniciado pela adição de 
glutamato de potássio 4 mmol.L-1 na ausência de S2.2 (controle) ou na presença de S2.2 nas 
concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e 
métodos item (5.5.1). Os valores representam a média ± dp do delta de absorbância (absorbância 
inicial menos absorbância final em 5 minutos), de 3 experimentos independentes.  *** 
Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,001. 
 
 
No presente estudo, o efeito da S2.2 também foi avaliado sobre o 
inchamento decorrente da formação do PTPM induzido por H2O2, em presença de 
cálcio e substrato oxidável (FIGURAS 19 e 20). Observa-se na figura 19 que na 
ausência de cálcio não ocorreu o inchamento, enquanto que na presença (controle) 
ocorreu um inchamento de pequena amplitude, que foi maior em presença do 
indutor (H2O2), mas muito menor quando comparado àquele quando o indutor foi o 
fosfato (FIGURA 17). A S2.2 inibiu o inchamento mitocondrial, porém em menor 
intensidade em relação a inibição observada quando o indutor foi o fosfato (FIGURA 
17). A maior efetividade da S2.2 sobre o inchamento induzido por fosfato (FIGURAS 
17 e 18), em relação a induzida pelo peróxido (FIGURAS 19 e 20), sugere que o 
 
mecanismo principal pelo qual o composto inibe o PTPM se relacione a 
cálcio.  
 
FIGURA 19. Efeito da S2.2 sobre 
de hidrogênio.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-
0,5 mg prot.mL-1, a 28°C. O inchamento foi iniciado pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L
Todos os experimentos, com exceção do indicado na legenda, foram realizados na presença de 
cálcio e:  na presença de S2.2
H2O2 e S2.2 – controle; na presença de H
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FIGURA 20. Efeito da S2.2 sobre a amplitude do inchamento mitocondrial induzido 
por peróxido de hidrogênio. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, CaCl2 45 µmol.L
-1 e 
0,5 mg prot.mL-1, a 28°C. O inchamento foi iniciado pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L-1, 
na presença de H2O2 (10µmol.L
-1) ou na presença de H2O2 mais S2.2 nas concentrações indicadas. 
As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 5.5.1). Os valores 
representam a média ± dp do delta de absorbância (absorbância inicial menos absorbância final em 5 




A formação e abertura do PTPM é um evento complexo. Na verdade, 
mesmo que alguns componentes do PTPM tenham sido descritos, não se descarta a 
participação de outros ainda não identificados. Da mesma forma, as vias de estímulo 
ou inibição de sua formação e/ou abertura não são totalmente conhecidas (GRIMM 
& BRDICZA, 2007). Para dar continuidade a este estudo, seria importante a 
realização de experimentos de transição de permeabilidade com outros indutores, 
cujos mecanismos são conhecidos como, por exemplo, com a diamida e mersalil, 
oxidantes responsáveis pela formação de pontes dissulfeto presentes nas proteínas 
que formam o PTPM, entre outros (HARRIS, 1979). Acredita-se que com a 
realização desses ensaios se alcance um melhor entendimento dos mecanismos 
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moleculares a respeito dos efeitos do MI-D e da S2.2 sobre o fenômeno da transição 
de permeabilidade mitocondrial. 
Os resultados deste estudo, somados aos já descritos para o MI-D e para 
S2.2, sugerem fortemente que os compostos interfiram no fluxo de cálcio 
mitocondrial. Experimentos foram realizados para avaliar esta possibilidade e os 
resultados estão apresentados a seguir.  
 
 
6.2 EFEITOS DO MI-D E DA S2.2 SOBRE O TRANSPORTE DE CÁLCIO 
 
No sentido de esclarecer se a inibição do inchamento mitocondrial 
observado na presença do MI-D e da S2.2 é devido a alterações no transporte de 
cálcio, foi avaliado o efeito dos dois compostos sobre o influxo e efluxo do cátion em 
preparações mitocondriais. 
Neste trabalho, para determinação da captação de cálcio mitocondrial foi 
usado o composto fura 2AM, na presença de fosfato, mantendo um sistema 
experimental muito similar ao utilizado nos estudos do PTPM. O fura 2AM, é um 
indicador de cálcio que em sua forma esterificada (AM) é capaz de permear as 
membranas mitocondriais. Uma vez na matriz, sofre hidrólise por ação de esterases 
gerando o fura 2, em sua forma de ácido carboxílico, que é a forma ativa para 
quantificação de cálcio (GUNTER et al., 1988). Quando ligado ao cálcio e excitado 
em 340 nm este indicador emite fluorescência em 510 nm. A medida desta 
fluorescência em função do tempo foi utilizada para determinar a captação e efluxo 
de cálcio.  
Preparações mitocondriais em presença de substratos oxidáveis e na 
ausência de ionóforos podem captar e acumular cálcio exógeno devido ao potencial 
de membrana formado (VAY et al., 2008).  Os efeitos do MI-D (5 a  
80 nmol. mg-1prot.) sobre o transporte de cálcio foi avaliado nestas condições e os 
resultados estão apresentados nas figuras 21 e 22. Na figura 21, no experimento 
controle, a adição de glutamato de potássio como substrato oxidável levou a 
formação do potencial de membrana, observando-se em seguida um rápido aumento 
no sinal da fluorescência correspondente à captação do cátion. A adição do FCCP, 
 
um desacoplador clássico, promoveu o efluxo do íon.
discreta diminuição na captação do íon em relação ao experimento controle, como 
se observa pela menor amplitude do aumento da fluorescência após adição do 
glutamato. Para maior clareza, na figura foram representadas apenas as 
concentrações de 5, 25 e 80 nmol.mg
independente. A adição do FCCP, como no caso do experimento controle (na 
ausência de MI-D), também promoveu o efluxo do íon, 
maneira como observado no experim
  
 
FIGURA 21. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-
KH2PO4 1,0 mmol.L
-1, Fura 2AM 5 µmol.L
iniciada pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L
na ausência (controle) e na presença de MI
experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos 
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aparentemente 
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manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, CaCl
-1 e 0,2 mg prot.mL-1, a 28°C. A captação de cálcio foi 
-1 e o efluxo foi induzido por FCCP 1 µmol.L
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Na figura 22 estão representados os resultados de experimentos de 
captação de cálcio realizados nas mesmas condições anteriores, porém, com adição 
de vermelho de rutênio em substituição ao FCCP. Como mencionado anteriormente, 
este composto inibe a via de captação de cálcio por uniporter dependente do 
potencial de membrana, favorecendo o efluxo do íon.  Como observado na figura 22, 
a adição do glutamato leva a captação do cátion em função do potencial de 
membrana formado. Por sua vez, a adição do vermelho de rutênio promove o efluxo 
do íon, mas de maneira mais rápida a observada quando da adição do FCCP 
(FIGURA 21). O MI-D (5 a 80 nmol.mg-1 prot.), também nestes ensaios, promove a 
diminuição da captação de cálcio em concordância com o demonstrado na figura 21. 
No entanto, o efluxo do íon foi comprometido significativamente pela presença do 
composto. Para fins de clareza, são mostradas somente as concentrações de 5, 25 e 
80 nmol.mg-1 prot. Observa-se neste caso um efeito dependente da concentração.  
Na verdade, os resultados apresentados nas figuras 21 e 22 são de difícil 
interpretação devido à complexidade dos temas que os envolvem, nomeadamente: o 
fluxo de cálcio e sua relação com o PTPM e o amplo espectro de efeitos do MI-D. 
Um resultado conclusivo é que a inibição que o MI-D causou sobre a transição de 
permeabilidade (~42% na concentração de 80 nmol.mg-1 prot. – FIGURAS 13 e 14) 
não é  exclusivamente decorrente do impedimento da captação de cálcio na 
mitocôndria, uma vez que  o efeito que o composto causa na captação do cátion não 
justifica a inibição observada sobre a transição. Esta questão poderá ser esclarecida 
com a realização de experimentos com indutores e inibidores específicos do poro. 
Outro ponto que chama atenção nos experimentos de fluxo de cálcio é o fato 
de que o MI-D parece inibir o efluxo do cátion, de maneira mais significativa quando 
se utiliza vermelho de rutênio. Como descrito anteriormente, o PTPM tem sido 
considerado também uma via de efluxo de cálcio (BERNARDI & PETRONILLI, 1996; 
JOUAVILLE et al., 1998, GUNTER & SHEU, 2009). Neste estudo, os experimentos 
foram realizados em presença de fosfato, na tentativa de manter o sistema de 
reação semelhante ao de transição de permeabilidade, ou seja, de forma a 
possibilitar a formação/abertura do poro de transição.   
 
FIGURA 22. Efeito do MI
por vermelho rutênio.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D
KH2PO4 1,0 mmol.L
-1, Fura 2AM 5 µmol.L
iniciada pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L
10 µmol.L-1, na ausência (controle) e na presença de MI
experimentais realizadas conforme descrito




cátion observado na presença de vermelho de rutênio ou fostato mais o 
desacoplador FCCP é decorrente, em cerca de 90%, da formação do PTPM. 
Sugere-se, no presente estudo que isto aconteça nos experimentos cujos resultados 
estão representados na figura 
presentes fosfato e FCCP. Desta forma, a inibição 
lenta no caso do MI-D, confirmaria seu efeito inibitório sobre o PTPM. No caso do 
experimento na presença de vermelho de rut
poderia ser ainda mais complexa, pois no sistema de reação está presente também 

























-D sobre o fluxo mitocondrial de cálcio 
-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, CaCl
-1 e 0,2 mg prot.mL-1, a 28°C. A captação de cálcio foi 
-1 e inibida  por vermelho de rutênio
-D nas concentrações indicadas. Condições 
 em materiais e métodos item (5.5
 
o de Petronilli e seus colaboradores 
21 (perfil de efluxo), pois no sistema de reação estão 













– captação inibida 
2 13,5 µmol.L
-1, 
 (VR)  
.2). Os traçados são 
(1993) o efluxo do 
2), a interpretação 
-D (80 nmol.mg-1 prot.)
-D (25 nmol.mg-1 prot.)
-D (5 nmol.mg-1 prot.)
74 
 
não aditivos (PETRONILLI et al., 1993). Observa-se na figura 22 que o MI-D inibiu 
de maneira significativa o efluxo do cálcio. Neste sentido, Petronilli et al. (1993) 
descreveram que o vermelho de rutênio em mitocôndria desenergizada promove um 
efluxo mais lento do cálcio, mas também via PTPM. Como se visualiza na figura 22, 
o MI-D em efeito dose–dependente promove a inibição do efluxo do cátion, estando 
este resultado de acordo com os efeitos que o composto promove sobre o potencial 
de membrana, ou seja o seu maior comprometimento em função da concentração do 
composto (CADENA et al., 1998).  
É fato que as hipóteses aqui levantadas para justificar os resultados 
apresentados devem ser comprovados por experimentos adicionais, considerando a 
complexidade do tema. Um bom início seria repetir estes experimentos em presença 
de ciclosporina A, um conhecido inibidor do PTPM (BERNARDI, 1996). Esses 
ensaios comprovariam ou não que a via de efluxo observada envolve a 
formação/abertura do PTPM.  
Em relação a S2.2 os resultados apresentados na figura 23 parecem 
justificar a significativa inibição na formação do PTPM causada pelo composto 
(FIGURAS 17 E 18). Observa-se no experimento controle a captação de cálcio em 
reposta a adição de glutamato, sendo que a adição de FCCP promove o efluxo do 
íon. Já quando a S2.2 estava presente, a captação foi menor em função da 
concentração do composto (40 a 120 nmol. mg-1 prot.). Ao contrário do observado 
para o MI-D (FIGURA 21), na maior concentração a S2.2 (120 nmol. mg-1 prot.) 
promoveu a inibição quase que total da captação do cátion.  Já o efluxo do íon, 
promovido pela adição de FCCP, parece ter ser sido estimulado pela S2.2.  De fato, 
observa-se que ocorre efluxo do íon mesmo antes da energização da mitocôndria 
com substrato. 
Na figura 24, observa-se o experimento de fluxo de cálcio onde captação foi 
inibida pelo vermelho de rutênio, ocorrendo em seguida a esta adição o efluxo do íon 
(controle). A presença de S2.2 no meio de reação promoveu uma diminuição 
significativa e dose-dependente (40 a 120 nmol. mg-1 prot.) da captação do íon como 





Se considerarmos que nas condições experimentais o efluxo do cálcio 
ocorreria principalmente via PTPM, o resultado da S2.2 sobre o efluxo de cálcio 
representado na figura 21 poderia ser interpretado como contraditório ao efeito 
inibitório deste composto sobre o PTPM. No entanto, deve-se considerar que um 
requisito essencial para a formação do PTPM é a presença de cálcio na matriz 
mitocondrial, o que foi impedido pela presença da S2.2.  
O efeito do composto sobre os transportadores de cálcio mitocondriais 
também deve ser considerado. Neste contexto, Parker e Glosson (1987) 
descreveram um efeito direto da S2.2 sobre transportadores Na+/H+ em eritrócitos de 
cachorro. Nestas células este transportador é ativado quando o meio se torna 
hipertônico ocasionando a contração das células. Os autores verificaram que a 
maleimida atua de formas diferentes, dependendo do estado osmótico celular. 
Quando as células estavam em meio hipotônico e, portanto, inchadas, a maleimida 
promovia a inativação irreversível do transportador. Caso contrário, ou seja, quando 
as células estavam em meio hipertônico e, portanto, contraídas, o efeito da S2.2  era 
o de ativar o transportador. Segundo os autores esse feito foi dependente da 
concentração do composto e do volume celular, sendo que o último determinaria a 
acessibilidade da imida a grupos específicos do transportador, regulando sua 
atividade. Em estudo posterior, utilizando o mesmo modelo experimental Parker e  
Colclasure (1992), sugeriram haver uma correlação entre  os fluxos de Na+ K+ nestas 
células e, utilizaram como ferramenta experimental a N-fenilmaleimida para 
demonstrar tal correlação. Os autores observaram que células contraídas em 
presença do composto, quando retornavam as condições de tonicidade ideais, 
permaneciam com seus transportadores Na+/H+ ativos, ou seja, havia um aumento 
no fluxo de sódio e redução no fluxo de potássio.  As células inchadas incubadas em 
presença da maleimida quando voltavam as condições ideais, permaneciam com 
características de células inchadas em relação ao fluxo de íons, ou seja, com seus 
transportadores K+:Cl- e Na/H+ desativados. Como no estudo anterior, segundo os 






do composto sobre a transição de permeabili
sugerir que o principal fator envolvido na inibição da formação do PTPM pela S2.2 é 
o impedimento da entrada de cálcio via o uniporter dependente de potencial de 
membrana. Se este efeito é provocado pelo comprometimento da
mitocondriais pela S2.2 




FIGURA 23. Efeito da S2.2 sobre o  fluxo mitocondrial
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-
KH2PO4 1,0 mmol.L
-1, Fura 2AM 5 µmol.L
iniciada pela adição de glutamato de potássio 4 
na ausência (controle) e na presença de MI
como descrito em materiais e métodos 





























ando estes resultados (FIGURA 2
dade (FIGURAS 1
(PRADO et al., 2004) ou devido a um possível  efeito direto 
 de cálcio.  
manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, CaCl
-1 e 0,2 mg prot.mL-1, a 28°C. A captação de cálcio foi 
mmol.L-1 e o efluxo foi induzido por FCCP 1 µmol.L
-D nas concentrações indicadas. Condições experimentais 





3 e 24) e os efeitos 
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FIGURA 24. Efeito da S2. 2 sobre o fluxo mitocondrial de cálcio 
por Vermelho de Rutênio. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-
KH2PO4 1,0 mmol.L
-1, Fura 2AM 5 µmol.L
iniciada pela adição de glutamato de potássio 4 mmol.L
µmol.L-1, na ausência (controle) e na pres
experimentais estão descritas na seção





































manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, 
-1 e 0,2 mg prot.mL-1, a 28°C. A captação de cálcio foi 
-1 e inibido por Vermelho de rutênio
ença de S2.2 nas concentrações indicadas. As condições 






-  captação inibida 
CaCl2 13,5 µmol.L
-1, 
 (VR) 10 
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6.3 EFEITOS DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A LIPOPEROXIDAÇÃO INDUZIDA. 
  
Como descrito anteriormente, durante os processos de morte celular pode 
ocorrer o aumento da geração de ERO que atacam indiscriminadamente os 
constituintes celulares, entre eles as membranas que sofrem lipoperoxidação 
(BARTOZS, 2008). Neste contexto, a oxidação de fosfolipídeos pode fazer parte da 
sinalização celular para a indução de apoptose (BARRERA et al., 2008; LOIDL et al., 
2003). Com a finalidade de avaliar se o MI-D e a S2.2 tem efeito direto sobre a 
peroxidação de lipídeos, foram realizados ensaios em diferentes sistemas de 
membrana: mitocôndrias isoladas, partículas submitocondriais e lipossomas de 
fosfatidilcolina. Por se tratar dos efeitos de dois compostos (MI-D e S2.2) sobre a 
lipoperoxidação em diferentes modelos experimentais, os resultados serão 
apresentados, a seguir,  como itens em separado.  Em todos os ensaios foi mantido 
um máximo de 0,5% de DMSO, nesta porcentagem o solvente das drogas não 
apresentou diferença significativa com relação ao controle. 
 
 
6.3.1 Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida em mitocôndrias  
O efeito do MI-D sobre a peroxidação lipídica foi avaliado em mitocôndrias 
isoladas de fígado de rato em sistema contendo substrato oxidável (2-oxoglutarato) 
em presença de Fe3+/ADP. Durante a reação, a oxidação do substrato e o transporte 
de elétrons na cadeia respiratória levam a geração de radical superóxido (O2
•-) que 
ao sofrer dismutação a H2O2 resulta na formação de 
•OH através da reação de 
Fenton (FIGURA 3). Este último ataca lipídeos de membrana gerando uma série de 
subprodutos, entre eles o malondialdeído (MDA), cuja quantificação reflete a 
extensão da reação de lipoperoxidação em membranas in vitro. O MDA reage com 
ácido tiobarbitúrico (TBA) formando um complexo rosa (TBARS) que pode ser 
quantificado a 532 nm.  
O efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação ferro induzida está apresentado na 
figura 25. Neste sistema o MI-D (25 e 38 nmol.mg-1 de prot.) inibiu em ~48% a 
peroxidação lipídica, chegando esta inibição a 95%  na maior concentração testada 






FIGURA 25. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação ferro induzida em mitocôndrias.  
FONTE: O autor (2009).  
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, FeCl3 0,2 mmol.L
-1, 
ADP 2 mmol.L-1 e 1 mg prot.mL-1, a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de 2-oxoglutarato 6 
mmol.L-1 na ausência (controle) e na presença de MI-D nas concentrações indicadas. Após 45 min de 
incubação a reação foi interrompida pela adição de BHT (0.012%). As condições experimentais estão 
descritas na seção de materiais e métodos (item 5.6.1). Os valores representam a média ± dp (n=7) 
de 3 experimentos independentes. *** Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,001. 
 
 
Com a finalidade de obter informações que possibilitassem o esclarecimento 
deste efeito, foram realizados ensaios utilizando como indutor de radicais o 
azocomposto AAPH (FIGURA 26), um gerador de radicais de carbono que se 




































FIGURA 26. Decomposição do AAPH em presença de O2.  
FONTE: HANLON & SEYBERT (1997). 
NOTA: Estrutura química do azoiniciador α-α´Azodiisobutiramidina dihidrocloreto (AAPH), do radical 
gerado quando o mesmo é exposto a 37°C e, do radical peroxil gerado quando o radical de carbono 
reage com oxigênio.  
 
Também nestes ensaios observou-se um efeito inibitório do MI-D a partir da 
concentração de 38 nmol.mg-1 proteína (FIGURA 27). No entanto, é importante 
ressaltar a diferença de intensidade desta inibição em relação a observada quando o 
sistema indutor era induzida por ferro (FIGURA 25). Na maior concentração de MI-D 
(80 nmol.mg-1 de proteína) a inibição observada na presença do indutor de radicais 
foi de ~22% (FIGURA 27), enquanto que na lipoperoxidação ferro induzida (FIGURA 
25), nas mesmas condições, a inibição foi de ~97%. Estes resultados levam a 
conclusão de que a inibição é maior quando os radicais que iniciam a 






Esta diferença poderia ser justificada pelo efeito desacoplador do MI-D, 
descrito anteriormente por CADENA et al.(1998). Neste sentido, sabe-se que 
agentes desacopladores da fosforilação oxidativa diminuem a formação de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) por acelerarem o transporte de elétrons na cadeia 
respiratória e, desta forma, diminuem a lipoperoxidação (ADAM-VIZI & 
CHINOPOULUS, 2006; MARAGO & KORDE, 2004; KORSHUNOV et al., 1997). 
 
 
FIGURA 27. Efeito do MI-D sob a lipoperoxidação induzida por AAPH em 
mitocôndrias.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, e 1 mg prot.mL-1, a 
37°C. O controle negativo refere-se a reação na ausência de AAPH. A reação foi iniciada pela adição 
de AAPH 10 mmol.L-1 na ausência (controle positivo) e na presença de MI-D nas concentrações 
indicadas. Após 45 min de incubação a reação foi interrompida pela adição de BHT (0.012%). As 
condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos item 5.6.1. Os valores 
representam a média ± dp (n=7) de 3 experimentos realizados independentemente. *** 
Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,05. 
 
Para confirmar esta hipótese foram realizados ensaios com partículas 





































6.3.2 Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida em partículas submitocondriais 
As partículas submitocondriais (PSM) são pequenas vesículas, formadas 
pela sonicação de mitocôndrias em condições experimentais adequadas, que 
possuem as proteínas da cadeia respiratória e ATP sintase voltadas para o lado 
externo. Nestas preparações, como em mitocôndrias isoladas, a força próton-motriz 
advém do transporte de elétrons através da cadeia respiratória ou da hidrólise de 
ATP, no entanto, devido a disposição dos complexos protéicos a fase positiva é 
formada no interior das vesículas (TZAGALOFF, 1982). 
A vantagem deste modelo consiste na possibilidade de obter-se partículas 
acopladas (aPSM) ou desacopladas (dPSM), variando-se as condições 
experimentais. As partículas acopladas diferenciam-se das desacopladas por sua 
atividade ATPásica. Como na mitocôndria, a atividade ATPásica das aPSM é menor 
comparada às dPSM (MARTINS et al., 1988; TZAGALOFF, 1982), sendo esta 
propriedade utilizada neste estudo para caracterizar estas preparações. Como se 
observa na figura 28 as aPSM apresentaram uma atividade ATPásica 4 vezes menor 
(0,176 ± 0,05 µmol de Pi liberado por min por mg de proteína)  em relação as dPSM 
(0,680 ± 0,13 µmol de Pi liberado por min por mg de proteína). Quando tratadas com 
o desacoplador FCCP a atividade ATPásica das aPSM duplicou (0,382 ± 0,09 µmol 
de Pi liberado por min por mg de proteína) em relação as não tratadas, enquanto 
que nas dPSM esta atividade não sofreu alteração (0,682 ± 0,02 µmol de Pi liberado 
por min por mg de proteína). 
O efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação em partículas submitocondrias foi 
avaliada de uma forma indireta, através da determinação do consumo de oxigênio. 
Durante o processo de lipoperoxidação ocorrem reações com oxigênio e a 
consequente formação de radicais lipoperoxil, hidroperóxidos e endoperóxidos 
lipídicos (FIGURA 4). Isto possibilita que em sistema de membranas incubadas com 
agentes indutores de radicais livres seja possível correlacionar o aumento do 






























FIGURA 28. Atividade ATPásica de partículas submitocondriais acopladas e 
desacopladas. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: Sacarose 50 mmol.L-1, TRIS-HCl 12 mmol.L-1, pH 7,4, KCl 50 mmol.L-1, 
NADH 0,2 mmol.L-1, PEP 1 mmol.L-1, Piruvato quinase 4U, lactato desidrogenase 3U, e 0,1 mg 
prot.mL-1, a 30°C. A reação foi iniciada pela adição de ATP 3 mmol.L-1 na ausência e na presença de 
FCCP 1 µmol.L-1. A concentração de Pi liberado foi estimada usando o ε340 nm 6220 M
-1 cm-1, 
considerando que 1nmol de NADH oxidado corresponde a 1nmol de Pi liberado. Os valores 
representam a média ± dp (n=4) de 3 experimentos realizados independentemente. *  e *** 
Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,05 e 0,001, respectivamente. 
 
O efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida por Fe2+/NADH em PSM 
acopladas e desacopladas está apresentado nas figuras 29 e 30, respectivamente. 
Observa-se que na ausência de Fe2+/NADH não ocorrem mudanças significativas no 
consumo de oxigênio (FIGURAS 29 e 30). Como esperado, após a adição de NADH, 
o oxigênio é consumido devido a oxidação da coenzima e transporte de elétrons na 
cadeia respiratória. No entanto, em partículas acopladas o consumo é mais lento e 
se estabiliza aos 5 minutos de reação, enquanto que nas partículas desacopladas 
observa-se ainda uma queda gradual até o tempo final da reação (30 minutos - 
FIGURA 30).  Como controles, foram feitos experimentos somente na presença de 
MI-D (80 nmol.mg-1 de proteína) e NADH (sem ferro), observando-se  um aumento 
na velocidade do consumo de oxigênio (~35%) nas aPSM após 30 minutos de 
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reação (FIGURA 29), em contraste com o pequeno aumento observado nas dPSM  
(~7% - FIGURA 30) o qual não foi  significativo estatisticamente. Este efeito sugere 
que o efeito desacoplador do MI-D (CADENA et al., 1998) foi o responsável pelo 
aumento do consumo de oxigênio nas aPSM. 
Como em mitocôndrias isoladas (FIGURA 25) a adição de Fe2+/NADH às 
PSM induz o aumento da geração de ERO e a peroxidação lipídica, acompanhada 
nestes experimentos pelo maior consumo de oxigênio em relação às partículas 
apenas em presença de NADH (FIGURAS 29 e 30). Neste sistema foram testadas 3 
concentrações de MI-D (5, 25 e 80 nmol.mg-1 prot.), observando-se uma inibição 
dose dependente nas aPSM a partir de 25 nmol.mg-1 prot.  de ~25% chegando a 
~42%  na maior concentração testada (80 nmol nmol.mg-1 de prot.) após 30 min de 
reação (FIGURA 29). Por outro lado, nas dPSM observou-se uma pequena inibição 
de ~7% a partir de 25 nmol.mg-1 de proteína (FIGURA 30). Estes resultados 
somados aos observados em mitocôndrias isoladas (FIGURA 25) confirmam que o 







FIGURA 29. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação ferro induzida em partículas 
submitocondriais acopladas.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 25 mmol.L-1, pH 7,2, KCl 125 mmol.L-1 FeSO4 500 µmol.L
-1, 
NADH 100 µmol.L-1 e 0,5 mg de prot. a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de NADH na ausência 
(controle) e na presença de MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão 
descritas na seção de materiais e métodos (item 5.6.3). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de oxigênio dissolvido na água, onde 100% equivale a 120 nmol O2.mL
-1. Os traçados 
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FIGURA 30. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação ferro induzida em partículas 
submitocondriais desacopladas.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 25 mmol.L-1, pH 7,2, KCl 125 mmol.L-1 FeSO4 500 µmol.L
-1, 
NADH 100 µmol.L-1 e 0,5 mg de prot. a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de NADH na ausência 
(controle) e na presença de MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão 
descritas na seção de materiais e métodos (item 5.6.3). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de oxigênio dissolvido na água, onde 100% equivale a 120 nmol O2.mL
-1. Os traçados 
são representativos de 4 preparações independentes. 
 
 
Para eliminar a influência da cadeia respiratória na geração de radicais 
livres, foi avaliado o efeito do MI-D em partículas submitocondrias desacopladas 
(dPSM) em sistema onde a lipoperoxidação foi induzida por AAPH. Como observado 
na figura 31, o MI-D inibiu a lipoperoxidação em ~32% e ~50% nas concentrações 
de 25 e 80 nmol.mg-1 prot., respectivamente, sugerindo que este mesoiônico inibe a 
peroxidação lipídica não só por seu efeito desacoplador mas também por outros 
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FIGURA 31. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida por AAPH em 
partículas submitocondriais desacopladas.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 25 mmol.L-1, pH 7,2, KCl 125 mmol.L-1 AAPH 10 mmol.L-1 e 0,5 
mg de prot. a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de AAPH na ausência (controle) e na presença 
de MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de 
materiais e métodos item (5.6.3). Os resultados estão expressos em porcentagem de oxigênio 
dissolvido na água, onde 100% equivale a 120 nmol O2.mL




6.3.3 Capacidade seqüestradora de radicais superóxido pelo MI-D.  
Para avaliar a eventual capacidade do MI-D de seqüestrar radicais livres, o 
que ajudaria a explicar a inibição da lipoperoxidação em dPSM utilizando AAPH, 
foram realizados ensaios específicos para o radical superóxido (O2
•-). Nestes 
experimentos o O2
•- é gerado na presença de NADH e fenazine metossulfato (PMS) 
e reduz NBT (nitroblue tetrazolium). Como observado na figura 32 o MI-D foi capaz 
de sequestar O2
•- de forma dose dependente em aproximadamente 7, 11 e 31% para 
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FIGURA 32. Capacidade seqüestradora de radicais superóxido pelo MI-D.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 10 mmol.L-1, pH 8,0, NADH 340 µmol.L-1, NBT 72 µmol.L-1 e 
PMS 30 µmol.L-1. A reação foi iniciada pela adição de NADH 10 mmol.L-1 na ausência (controle) e na 
presença de MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na 
seção de materiais e métodos (item 5.7). Os resultados estão expressos em porcentagem de radical 
superoxido sequestrado com relação ao controle (ausência de MI-D) de quatro experimentos. * 
Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,05. 
 
 
O fato do MI-D seqüestrar O2
•- explicaria os resultados descritos por Cardoso 
et al. (2004) que avaliaram os efeitos do MI-D sobre macrófagos isolados da 
cavidade peritoneal de camundongos. Esses autores observaram o decréscimo dos 
níveis de O2
•- em macrófagos estimulados por PMA (forbol ester 12-meristato 13-
acetato), tratados com 15 µmol.L-1 de MI-D. No entanto,  naquele estudo não 
esclareceu-se o porque deste efeito, que possivelmente seja atribuído a capacidade 
sequestradora deste radical pelo MI-D.   
Em relação à possível atividade seqüestradora de radicais, é relevante notar 
que as porcentagens de O2
•- seqüestrado são similares aos valores de  inibição da 
lipoperoxidação em mitocôndrias e em dPSM na presença de AAPH (FIGURAS 27 e 





































espécies radicalares e motivam a realização de experimentos futuros para avaliar 
esta possibilidade. 
 
6.3.4 Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida em lipossomas de fosfatidilcolina. 
Para elucidar se a inibição da lipoperoxidação pelo MI-D é dependente da 
fase em que o radical é gerado e também para eliminar possíveis interferências das 
proteínas de membrana, o efeito do composto sobre a lipoperoxidação foi avaliado 
em lipossomas de fosfatidilcolina, usando dois azocompostos indutores de radicais, 
um de fase lipídica (ABCPA) e outro de fase aquosa (AAPH), sendo este sistema 
também acompanhado pelo consumo de oxigênio. 
Azocompostos indutores de radicais livres têm sido usados rotineiramente 
para avaliar a capacidade seqüestradora de radicais por compostos de interesse 
farmacológico (TESORIERE et al., 1993; MANSANI et al. 1999; LAKSHMI et al., 
2005).  
Como descrito anteriormente o AAPH é um indutor que se autodecompõe a 
37ºC (FIGURA 26), gerando radicais de carbono e peroxil, quando reagem com 
oxigênio. O ABCPA  também é um azocomposto gerador de radicais (FIGURA 33), 
mas sua diferença em relação ao AAPH está em sua capacidade de inserção no  
interior das membranas de lipossomas multilamelares, facilitando a produção de 
radicais livres na fase lipídica do sistema (HANLON & SEYBERT, 1997). 
 
 
FIGURA 33. Descomposição do ABCPA em presença de O2.  
FONTE: HANLON & SEYBERT (1997). 
NOTA: Estrutura química do azoiniciador ABCPA (4,4 azobis(ácido 4-cianopentóico)) e do radical 




O MI-D inibiu a lipoperoxidação nos lipossomas de fosfatidilcolina, 
independentemente da origem dos radicais (FIGURAS 34 e 35), chegando a 
aproximadamente 50% de inibição na maior concentração testada (80 µmol.L-1). 
Esta inibição foi dose dependente como também a observada em mitocôndrias 
isoladas (FIGURA 27) e partículas submitocondriais (FIGURA 31), sugerindo mais 
uma vez que o composto é capaz de inibir a peroxidação lipídica também por 
mecanismos independentes dos efeitos que causa na bioenergética mitocondrial, 
possivelmente por sequestrar radicais livres. 
 
 
FIGURA 34. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida por AAPH em 
lipossomas unilamelares de fosfatidilcolina.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 16 mmol.L-1, pH 7,2 e lipossomas unilamelares de 
fosfatidilcolina (PC) 200 µmol.L-1  a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de AAPH 10 mmol.L-1 na 
ausência (controle) e na presença de MI-D nas concentrações  indicadas. As condições 
experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos item 5.6.3. Os resultados estão 
expressos em porcentagem de oxigênio dissolvido na água, onde 100% equivale a 120 nmol O2.mL
-1. 
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FIGURA 35. Efeito do MI-D sobre a lipoperoxidação induzida por ABCPA em 
lipossomas multilamelares de fosfatidilcolina.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 16 mmol.L-1, pH 7,2 e lipossomas multilamelares de 
fosfatidilcolina (PC) 800 µmol.L-1 acoplados com ABCPA 10 mmol.L-1 a 57°C na ausência (controle) e 
na presença de MI-D nas concentrações indicadas na figura. As condições experimentais estão 
descritas na seção de materiais e métodos item 5.6.3. Os resultados estão expressos em 
porcentagem de oxigênio dissolvido na água, onde 100% equivale a 120 nmol O2.mL
-1. Os traçados 
são representativos de 4 preparações independentes. 
 
 
6.3.5 Efeito da S2.2 sobre a lipoperoxidação induzida   
 
A N-fenilmaleimida (S2.2), segundo composto investigado, também foi 
testada em ensaios de lipoperoxidação em mitocôndrias isoladas de fígado de rato. 
No ensaio de TBARS com indução da lipoperoxidação por adição de substrato e 
ferro não foi observada diferença estatisticamente significativa nas diferentes 
concentrações testadas, com relação ao controle (FIGURA 36). Devido a isto optou-































sobre a lipoperoxidação, a oxidação do ácido cis-parinárico em partículas 
submitocondriais desacopladas. 
 
O ácido cis-parinárico (ácido 9, 11, 13, 15-cis-trans-trans-cis-
octadecatetraenoico, (cPnA) é um ácido graxo que se incorpora rapidamente a 
membranas lipídicas, emitindo fluorescência. Na presença de radicais livres o cPnA 
perde um elétron sofrendo rearranjo do tetraeno o que resulta na diminuição da 
intensidade da fluorescência, o que é uma medida direta de lipoperoxidação 
(MCGUIRE et al., 1997). Os resultados dos efeitos da S2.2 sobre a oxidação do 
ácido cis-parinárico, incorporado em partículas submitocondriais desacopladas, 
induzido por AAPH estão apresentados na figura 37. Neste ensaio observa-se uma 
leve tendência à indução da lipoperoxidação, embora não seja estatisticamente 
significativa. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a S2.2 não afeta 
significativamente a lipoperoxidação nos modelos testados. Em decorrência disto, 
experimentos em outros sistemas de membrana e indutores, como os realizados 







FIGURA 36. Efeito da S2.2 sobre a lipoperoxidação ferro induzida em mitocôndrias.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: D-manitol 250 mmol.L-1, HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2, FeCl3 0,2 mmol.L
-1, e 
1 mg prot.mL-1, a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de 2-oxoglutarato 6 mmol.L-1 na ausência 
(controle) e na presença de S2.2 nas concentrações indicadas. Após 45 min de incubação a reação 
foi interrompida pela adição de BHT (0.012%). As condições experimentais estão descritas na seção 
de materiais e métodos item 5.6.1. Os valores representam a média ± dp (n=7) de 3 experimentos 




























FIGURA 37. Efeito da S2.2 sobre a oxidação do ácido cis-parinárico induzida por 
AAPH em partículas submitocondriais desacopladas.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: TRIS-HCl 25 mmol.L-1, pH 7,4, NaCl 125 mmol.L-1, ácido cis-parinárico  
1 µmol.L-1 e 0,33 mg prot.mL-1, a 37°C. A reação foi iniciada pela adição de AAPH 10 mmol.L-1 na 
ausência (controle) e na presença de S2.2 nas concentrações indicadas. As condições experimentais 
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6.4 EFEITO DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A VIABILIDADE DE CÉLULAS HeLa E B16-F10. 
Uma vez avaliados os efeitos do MI-D e da S2.2 sobre eventos relacionados 
a morte celular envolvendo as mitocondrias e, considerando os estudos que 
demonstram que estes compostos apresentam efeitos citotóxicos em células 
cancerosas (GRYNBERG, 1997; CADENA, 1999; SENFF-RIBEIRO et al.2003; 2004 
a, b; PRADO et al. 2004; PRADO, 2005) este estudo buscou avançar nestes 
conhecimentos, avaliando os efeitos do MI-D e da S2.2  sobre  alguns parâmetros 
relacionados a morte celular. Para isto foram escolhidas como modelo células HeLa 
(carcinoma cervical humano) e B16-F10 (melanoma murino) e analisados os efeitos 
dos compostos sobre a produção de peróxidos e de espécies reativas ao ácido 
tiobarbitúrico, marcadores indiretos da produção de ERO e de danos às membranas 
celulares por lipoperoxidação, respectivamente. 
O primeiro passo quando se pretende avaliar o efeito de um determinado 
composto em cultura celular é avaliar sua citotoxicidade através de ensaios de 
viabilidade celular.  Embora os efeitos destes compostos sobre a viabilidade celular 
já tenham sidos avaliados (CADENA, 1999; SENFF-RIBEIRO et al., 2003; 2004 a, b; 
PRADO et al., 2004; PRADO, 2005), neste estudo a viabilidade celular foi avaliada 
novamente utilizando um método diferente, o método do MTT, que é um método 
colorimétrico baseado na capacidade das células vivas em reduzirem, por ação de 
desidrogenases, o brometo de [3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio), gerando 
como produto cristais de formazana que são solúveis em DMSO (MOSMANN, 1983).  
Uma vez que o objetivo dos ensaios subsequentes era o de avaliar a 
produção de ERO nos períodos iniciais de indução de morte celular, as células foram 
tratadas durante 1 hora, com MI-D e S2.2. Em todos os experimentos se manteve a 
porcentagem de 0,12% de DMSO para evitar efeitos do solvente sobre a viabilidade 
celular. 
Apesar de ser conhecido o fato de que o MI-D inibe a succinato 
desidrogenase em aproximadamente 20% (CADENA et al., 1998) e que a S2.2 inibe 
a NADH desidrogenase e a succinato desidrogenase em 20 e 43%, respectivamente 
(PRADO, 2005), neste estudo foi usado o método do MTT considerando que  
existem outras desidrogenases citosólicas que  também podem reduzir o MTT. De 
fato, os resultados apresentados nas figuras 38-39 e 41 são compatíveis aos obtidos 
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anteriormente pelo método de azul de tripan (CADENA, 1999; SENFF-RIBEIRO et 
al., 2003; PRADO, 2005).  
O efeito do MI-D sobre a viabilidade de células HeLa após uma hora de 
tratamento está apresentado na figura 38, que mostra uma diminuição 
estatisticamente significativa a partir de 20 µmol.L-1 (80% de viabilidade), 
ressaltando-se que na concentração de 25 µmol.L-1  obteve-se 73% de viabilidade, 
resultado similar ao obtido por CADENA (1999), para esta mesma concentração e 
tempo de exposição.  
 
FIGURA 38. Efeito do MI-D sobre a viabilidade de células HeLa.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Viabilidade celular avaliada pelo método do MTT na ausência e após 1 hora de tratamento 
com o MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de 
materiais e métodos (item 5.8.6). Os valores representam a média ± dp de porcentagem de 
viabilidade celular com relação ao controle de três experimentos independentes em quadruplicata. *** 































Similarmente ao observado em células HeLa (FIGURA 38), o MI-D (FIGURA 
39) apresentou diminuição da viabilidade de células B16-F10, porém, a mesma foi 
estatisticamente significativa apenas na maior concentração testada (~80% para 25 
µmol.L-1). Este resultado também é congruente com o apresentado por Senff-Ribeiro 
et al. (2003), para esta mesma concentração e tempo de exposição.  
 
 
FIGURA 39. Efeito do MI-D sobre a viabilidade de células B16-F10.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Viabilidade celular avaliada pelo método do MTT na ausência (Controle) e após 1 hora de 
tratamento com MI-D nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na 
seção de materiais e métodos (item 5.8.6). Os valores representam a média ± dp de porcentagem de 
viabilidade celular com relação ao controle de três experimentos independentes em quadruplicata. * 
Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,05. 
  
Com relação à S2.2, em células HeLa (FIGURA 40), observou-se uma 
pequena queda da viabilidade celular, estatisticamente significativa apenas para a 
maior concentração testada (~82% para 120 µmol.L-1). Já para as células B16-F10 





























µmol.L-1, onde observou-se apenas 65% de viabilidade após 1 hora de tratamento, 
chegando a 50% e 20% para as concentrações de 80 e 120 µmol.L-1, 
respectivamente. Estes resultados mostram que a S2.2 é mais citotóxica para as 
células de melanoma murino, o que torna interessante avaliar  futuramente se esse 
mesmo efeito pode ser encontrado em células de melanoma humano. 
  
FIGURA 40. Efeito da S2.2 sobre a viabilidade de células HeLa.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Viabilidade celular avaliada pelo método do MTT na ausência e após 1 hora de tratamento 
com a S2.2 nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de 
materiais e métodos (item 5.8.6). Os valores representam a média ± dp de porcentagem de 
viabilidade celular com relação ao controle de três experimentos independentes em quadruplicata ** 



































FIGURA 41. Efeito da S2.2 sobre a viabilidade de células B16-F10.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Viabilidade celular avaliada pelo método do MTT na ausência e após 1 hora de tratamento 
com a S2.2 nas concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na seção de 
materiais e métodos (item 5.8.6). Os valores representam a média ± dp de porcentagem de 
viabilidade celular com relação ao controle de três experimentos independentes em quadruplicata. *** 

































6.5 EFEITO DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A PRODUÇÃO DE PERÓXIDOS 
 
Entre os peróxidos formados em sistemas biológicos o peróxido de 
hidrogênio (H2O2) é um dos mais estudados (VEAL et al., 2007; HALLIWELL et al., 
2000). Seus níveis celulares estão diretamente relacionados à geração de O2
•- que, 
por sua vez, pode ser produzido durante a respiração mitocondrial e em várias 
reações enzimáticas de oxidação, como por exemplo, as catalisadas pelos 
citocromos P450 e NADPH oxidase (BOVERIS & CADENAS, 1975, FRANCO et al., 
2008). Como descrito anteriormente, o H2O2 é resultante da dismutação do O2
•- que 
pode ocorrer espontânea ou enzimaticamente. O H2O2 pode atravessar membranas 
sem ajuda de canais específicos, sendo que na falta de um controle adequado e 
consequente aumento de sua concentração, difunde-se pelo citosol, para as 
organelas celulares e líquido extracelular, e na presença de metais de transição 
como ferro e cobre, participa da reação de Fenton, gerando •OH que é o radical de 
oxigênio mais deletério às células e tecidos (BARTOSZ, 2008). Isto faz do H2O2 um 
ponto de convergência entre os radicais O2
•- e •OH, o que justifica o fato de ser 
considerado um indicador da geração de ERO (SHYONG et al. 2003). 
Neste estudo, a produção de peróxidos foi avaliada pelo método do FOX 
(ferrous oxidation in xylenol Orange), em meio de reação contendo sulfato ferroso 
amoniacal, H2SO4, sorbitol e alaranjado de xilenol. Neste sistema o peróxido oxida o 
ferro a Fe3+ que reage com o alaranjado de xilenol formando um complexo que 
absorve entre 540 e 580 nm (JIANG et al., 1990).  
O efeito do MI-D sobre a produção de peróxidos em células HeLa e B16-F10 
(FIGURAS 42 e 43, respectivamente) foi avaliado nas mesmas concentrações 
usadas nos ensaios de viabilidade celular (5 a 25 µmol.L-1). Após 1 hora de 
tratamento apenas com o veículo (DMSO 0,12% - controle), o peróxido contido no 
meio de cultivo foi quantificado, encontrando-se para o controle os valores de ~1,5 e 
2 µmol.L-1 de peróxido para as células HeLa e B16-F10, respectivamente, valores 
compatíveis aos descritos na literatura (SHYONG et al. 2003). 
Nas figuras 42 e 43, observa-se que o MI-D promoveu o aumento na 
produção de peróxidos nas duas linhagens celulares, no entanto, este aumento foi 
estatisticamente significativo apenas para as células HeLa (~30%), nas maiores 
concentrações (20 e 25 µmol.L-1) (FIGURA 42).  
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Os resultados anteriores em mitocôndrias isoladas mostraram que o MI-D 
inibe a formação do PTPM induzido por H2O2 e a lipoperoxidação (FIGURAS 15, 16 
e 25) e é capaz de seqüestrar O2
•- (FIGURA 32). Portanto, os resultados 
apresentados nas figuras 41 e 42, parecem ser contraditórios. No entanto, deve-se 
considerar que nas células, diferentemente de mitocôndrias isoladas, outras reações 
são capazes de gerar O2
•-, em adição ao produzido durante a respiração 
mitocondrial. Um exemplo importante é a reação catalisada pela NADPH oxidase, 
enzima cuja expressão foi confirmada em diversos tipos de células tumorais, 
incluindo as aqui estudadas (BARTOSZ, 2008; LIU et al., 2008; BRAR, et al. 2002). 
Ainda neste contexto, sabe-se que alguns compostos são capazes induzir a 
apoptose em células tumorais por modular a atividade desta enzima (MOCHIZUKI et 
al., 2006; CHUNG-YI et al., 2007). Este efeito não pode ser descartado para o MI-D 
e deve ser avaliado em experimentos futuros.    
Simizu et al. (1998) testaram vários compostos com reconhecida atividade 
antitumoral (Camptotecina, vimblastina, inostamicina e adriamicina), e propuseram 
que independentemente do modo de ação, o aumento de H2O2 está envolvido na 
apoptose induzida pelos compostos testados. Ainda neste mesmo estudo, os 
autores concluíram que o aumento de H2O2 observado foi uma conseqüência da 
ativação da Caspase 3. Este mecanismo de indução de morte celular poderia 
explicar o aumento de peróxido causado pelo MI-D, porém, esta possibilidade deve 







FIGURA 42. Efeito do MI-D sobre a produção de peróxidos em células HeLa.  
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Produção de peróxidos determinada pelo método do alaranjado de xilenol, após 1 hora de 
tratamento com o MI-D, nas concentrações indicadas. Controle – ausência dos compostos e presença 
de DMSO 0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos  
(item 5.8.7). Os valores foram calculados utilizando curva de calibração construída a partir de solução 
estoque de H2O2 e representam a média ± dp de peróxido produzido, de três experimentos 




















































FIGURA 43. Efeito do MI-D sobre a produção de peróxidos em células B16-F10. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Produção de peróxidos determinada pelo método do alaranjado de xilenol, após 1 hora de 
tratamento com o MI-D, nas concentrações indicadas. Controle – ausência dos compostos e presença 
de DMSO 0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 
4.10.7). Os valores foram calculados utilizando curva de calibração construída a partir de solução 
estoque de H2O2 e representam a média ± dp de peróxido produzido, de três experimentos 




 Com relação à S2.2, após 1 hora de tratamento das células HeLa ou 
B16-F10 com o composto (10-20 µmol.L-1), não observou-se mudança significativa 





FIGURA 44. Efeito da S2.2 sobre a produção de peróxidos em células HeLa. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Produção de peróxidos determinada pelo método do alaranjado de xilenol, após 1 hora de 
tratamento com a S2.2 nas concentrações indicadas. Controle – ausência dos compostos e presença 
de DMSO 0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 
5.8.7). Os valores foram calculados utilizando curva de calibração construída a partir de solução 
estoque de H2O2 e representam a média ± dp de peróxido produzido, de três experimentos 





































FIGURA 45. Efeito da S2.2 sobre a produção de peróxido em células B16-F10. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Produção de peróxidos determinada pelo método do alaranjado de xilenol, após 1 hora de 
tratamento com a S2.2 nas concentrações indicadas. Controle – ausência dos compostos e presença 
de DMSO 0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos  
(item 5.8.7). Os valores foram calculados utilizando curva de calibração construída a partir de solução 
estoque de H2O2 e representam a média ± dp de peróxido produzido, de três experimentos 
independentes em quadruplicata. 
 
 
Os experimentos em mitocôndrias isoladas, demonstraram que a S2.2 inibiu  
a transição de permeabilidade quando o indutor foi o H2O2 (FIGURAS 19 e 20), 
porém, em menor intensidade em relação a inibição observada quando o indutor foi 
o fosfato. Sobre a lipoperoxidação, o composto não teve qualquer efeito (FIGURA 
36). Estes resultados estão de acordo com os observados sobre a produção de 






























6.6 EFEITO DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A LIPOPEROXIDAÇÃO NÃO INDUZIDA EM CÉLULAS. 
 
Complementar à avaliação dos efeitos do MI-D e da S2.2 sobre a formação 
de peróxidos, foi determinado também os efeitos dos compostos sobre a formação 
de malondialdeído (MDA), subproduto gerado durante o processo de 
lipoperoxidação , em células HeLa e B16-F10. A produção de MDA e compostos 
reativos ao ácido tiobarbitúrico foram avaliadas pelo método do TBARS de acordo 
com o descrito por OHKAWA et al. (1979), onde ocorre a formação de um complexo 
fluorescente destes compostos com o ácido tiobarbitúrico.  
Nas células HeLa e B16-F10, o MI-D (5 a 25 µmol.L-1) não apresentou efeito 
significativo sobre a lipoperoxidação (FIGURAS 46 e 47), após 1 hora de tratamento. 
Estes resultados sugerem que o efeito desacoplador e capacidade de sequestrar 
O2
•- do composto não foram suficientes para inibir a lipoperoxidação nas células, 
como observado em mitocôndrias, partículas submitocondriais e lipossomas de 
fosfatidilcolina (FIGURAS 25, 27, 29-31, 34 e 35). Deve-se considerar também a 
diferença entre os sistemas experimentais, sendo que a lipoperoxidação nas células 
foi determinada na ausência de sistema indutor, enquanto que nos sistemas de 
membrana menos complexos (mitocôndrias, partículas submitocondriais e 
lipossomas) indutores estavam presentes.  
No caso da S2.2, a menor concentração testada (40 µmol.L-1) não causou 
efeito sobre a lipoperoxidação nas duas linhagens avaliadas (FIGURAS 46 e 47). 
Este resultado é compatível com a ausência de efeitos sobre os níveis de peróxido 
(FIGURAS 44 e 45) e sobre a lipoperoxidação em mitocôndrias e partículas 
submitocondriais (FIGURAS 36 e 37). Porém, optou-se por testar concentrações 
maiores (80 e 120 µmol.L-1), observando-se então um perfil de indução da 
lipoperoxidação (FIGURAS 46 e 47). No entanto, devido a ausência de outros 
resultados para estas concentrações, este resultado foi considerado até então, como 
um resultado isolado, sendo necessária a realização de experimentos adicionais.  
 
 
FIGURA 46. Efeito de MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: A lipoperoxidação foi avaliada pelo método do TBARS
compostos nas concentrações indicadas. Controle 
0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais 
valores foram calculados utilizando
representam a média ± dp de 
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FIGURA 47. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: A lipoperoxidação foi avaliada pelo método do TBARS
compostos nas concentrações indicadas. Controle 
0,12%. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 
valores foram calculados utili
representam a média ± dp de 
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6.7 EFEITO DO MI-D E S2.2 SOBRE A LIBERAÇÃO DE CITOCROMO c EM CÉLULAS HELA E 
B16-F10 
 
Como descrito anteriormente, a liberação de citocromo c está envolvida na 
morte celular por apoptose. Uma vez no citosol o citocromo c se liga com ATP/dATP, 
Apaf-1 e procaspase 9, promovendo a formação do um complexo protéico conhecido 
como apoptossomo. A formação deste complexo leva a ativação da caspase 9 que, 
por sua vez, promove a ativação de outras caspases, denominadas caspases 
efetoras, entre elas a caspase 3 (SAELENS et al. 2004). 
Para a liberação de citocromo c é necessária a permeabilização da 
membrana mitocondrial externa, que pode ocorrer pela formação de um canal 
protéico composto de proteínas proapoptóticas da família Bcl-2 ou pela formação do 
poro de transição de permeabilidade, que leva ao inchamento mitocondrial e ao 
subseqüente rompimento da membrana mitocondrial externa (KINNALY & 
ANTONSSOM, 2007; KROEMER et al., 2007).   
O efeito do MI-D e da S2.2 sobre a liberação de citocromo c, foi avaliado 
espectrofotometricamente, pelo método descrito por Appaix et al. (2000), em células 
HeLa e B6-F10 usando as maiores concentrações testadas nestas linhagens 
celulares nos experimentos de viabilidade celular (25 e 120 µmol.L-1 para o MI-D e a 
S2.2, respectivamente). Nas células HeLa o MI-D, após 1 hora de tratamento, não 
promoveu aumento significativo na liberação de citocromo c com relação ao controle 
(FIGURA 48). Cadena (1999), com base em análises morfológicas e ensaio TUNEL, 
descreveram que o MI-D nesta mesma concentração, induz a apoptose em células 
HeLa. No entanto, os autores utilizaram o tempo de tratamento de 90 minutos. Não 
se descarta que esteja ocorrendo apoptose também em 60 minutos de tratamento, 
mas se ocorrer não esta sendo mediada pela liberação de citocromo c. 
Já em células B16-F10 este mesoiônico aumentou em 80% a liberação de 
citocromo c (FIGURA 48). A ação citotóxica e antitumoral do MI-D contra melanoma 
murino foram demonstradas por Senff-Ribeiro et al. (2003). Naquele estudo a 
viabilidade celular foi reduzida em 80% após 72 horas de tratamento com a 
concentração de 25 µmol.L-1. O MI-D (25 mg.Kg-1) mostrou-se mais eficaz que os 
antineoplásicos fotemustina e dacarbazina em inibir o desenvolvimento de 
melanoma B16-F10 em camundongos, assim como também foi eficiente em inibir 
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(64%) o crescimento de melanomas já desenvolvidos (SENFF-RIBEIRO et al., 
2003). Desta forma, considerando o resultado obtido no presente estudo pode-se 
sugerir que a morte por apoptose esteja envolvida na atividade antitumoral do 
composto e que esta seja mediada pela mitocôndria via liberação de citocromo c. 
 Em relação a S2.2, anteriormente foi descrito por Prado (2005)  que  o 
composto induz a liberação de citocromo c em células B16-F10 após 45 minutos de 
tratamento com 30 µmol.L-1 do composto. Desta forma, neste estudo o ensaio de 
liberação do citocromo c, foi realizado apenas com as células HeLa. Devido ao 
composto apresentar menor efeito sobre estas células, como observado nos ensaios 
de viabilidade, produção de peróxidos e lipoperoxidação (FIGURAS 40, 44 e 46, 
respectivamente), foi usada a concentração de 120 µmol.L-1, observando-se um 
aumento de ~175% de citocromo liberado no citosol em relação ao controle 
(FIGURA 48). A maior quantidade de citocromo c liberado poderia ainda explicar o 
aumento da lipoperoxidação na presença de S2.2 (FIGURA 46). Como descrito 
anteriormente, esta proteína é essencial para a respiração mitocondrial e sua 
liberação no citosol induz o aumento na geração de ERO, devido a diminuição da 
velocidade da respiração mitocondrial (BOUCHIER-HAYES et al., 2008).  
Os resultados obtidos sugerem que, nestas concentrações e tempo de 
tratamento, os dois compostos são capazes de induzir morte celular por apoptose, 
sendo que as células de melanoma murino mostraram-se mais susceptíveis do que 
as de carcinoma humano. Considerando o fato de que os dois compostos inibem o 
inchamento mitocondrial dependente da formação do PTPM, sugere-se, ainda, que a 
liberação de citocromo c é decorrente da permeabilização da membrana mitocondrial 
externa por mecanismos relacionados às proteínas proapoptóticas da família Bcl2, 








FIGURA 48. Efeito de MI-D e da S2.2 sobre a liberação de citocromo c em células 
B16-F10 e HeLa. 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: A liberação de citocromo c foi avaliada espectrofotometricamente a 414 nm, após 1 hora de 
tratamento, usando 25 e 120 µmol.L-1 para o MI-D e a S2.2, respectivamente. As condições 
experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 5.8.9). Os valores foram 
calculados de acordo ε 100 mmol-1.L.cm-1 do citocromo c, a 414 nm. Os resultados estão expressos 
como nmol de citocromo c liberado. min-1.mg-1 de prot. com relação ao controle (ausência dos 
compostos e presença de DMSO  e representam a média ± dp de três experimentos em triplicata. * e 





































6.8 EFEITO DO MI-D E DA S2.2 SOBRE A ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES 
 
Como descrito anteriormente, os efeitos deletérios resultantes da formação 
de ERO são prevenidos por vários sistemas antioxidantes, sendo que seu mau 
funcionamento pode levar ao aumento descontrolado de ERO e à indução de morte 
celular. Com a finalidade de avaliar se o MI-D e a S2.2 interferem na atividade de 
enzimas antioxidantes, foram avaliadas a superóxido dismutase (SOD), catalase, 
glutationa peroxidase (Gpx) e glutationa redutase (Gred), provenientes do extrato 
protéico de células HeLa.  
A  primeira enzima analisada foi a SOD, enzima encarregada da dismutação 
do radical superóxido gerando H2O2 (ESQUEMA 1). Existem várias isoformas de 
SOD,  a MnSOD  que se encontra na matriz mitocondrial e as Cu e ZnSOD que se 
encontram no espaço intermembranas e no citosol (BARTOSZ, 2008; OTT et al., 
2007; VALKO et al., 2006; TURRENS, 2003). A superexpressão desta enzima pode 
levar à inibição do crescimento de células cancerosas (WEYDERT et al., 2006; VAN 
DE WETERING et al., 2008), o que torna o controle de sua atividade um alvo para o 







ESQUEMA 1. Dismutação do radical superóxido (O2
•-) a peróxido de hidrogênio 
(H2O2) pela superóxido dismutase. 





•-  +  2H+ H2O2  +  O2 
SOD 
 
A atividade da SOD foi avaliada pelo método do NBT, que é red
presença de PMS e NADH




FIGURA 49. Efeito do MI
(SOD). 
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: 
tetrazolium, 72 µmol.L-1, PMS 30
pela adição do NADH e acompanhada a 560 nm durante 1 minuto. 
descritas na seção de materiais e métodos (item 
porcentagem de atividade com relação ao controle 
0,12%) e representam a média ± dp, de três experimentos independentes em triplicata. 100% 
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Produto da reação catalisada pela SOD, o H2O2 pode ser decomposto pela 
catalase (nos peroxissomos e nas mitocôndrias de coração) e pelas enzimas 
glutationa peroxidase, tioredoxina peroxidase (na mitocôndria)  (BARTOSZ, 2008; 
OTT et al., 2007; VALKO et al., 2006; TURRENS, 2003). 
A catalase reduz o H2O2 a H2O e O2 (ESQUEMA 2), sendo que a diminuição 
da sua atividade pode levar ao aumento de peróxido de hidrogênio que em in vivo 
facilita a proliferação de alguns tipos de células cancerosas (HEMPEL et al.,  2009; 
MAURIZ et al., 2007) além de promover a geração de radicais hidroxila, induzindo a 
lipoperoxidação (BARTOSZ, 2008). 
 
 
ESQUEMA 2. Redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) pela catalase. 
FONTE: AEBI (1984). 
 
A atividade da catalase foi avaliada espectrofotometricamente pela 
diminuição da concentração de peróxido de hidrogênio a 240 nm. Neste ensaio 
(FIGURA 50) observou-se uma inibição dose independente a partir de 80 µmol.L-1 de 
S2.2 de ~20%. Este resultado pode estar envolvido no aumento da lipoperoxidação 
(FIGURAS 46 e 47) observado nas células HeLa e B16-F10 quando tratadas com as 
mesmas concentrações da S2.2. Por outro lado, o MI-D não promoveu alterações na 
atividade da enzima (FIGURA 50). 
 
 
FIGURA 50. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: tampão fosfato 
proteína.mL-1. A reação foi iniciada pela adição de
As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e métodos (item 
valores estão expressos em porcentagem de atividade com relação ao controle (ausência dos 
compostos e presença de DMSO 0,12%) e representam a média ± dp, de três
independentes em triplicata. 100% corresponde a 
considerando o coeficiente de extinção molar do H
diferente do controle ao nível de p< 0,05. 
 
 
Com relação à glutationa peroxidase, são descritas 
Gpx1 a 4. As Gpx1a 3 decompõem o H
fosfolipídeos, lipoproteínas e ésteres de colesterol (ESQUEMA 3), sendo que a Gpx4 
é considerada a primeira def
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ESQUEMA 3. Redução de peróxidos (ROOH) pela glutationa peroxidase (Gpx) na 
presença de glutationa reduzida (GSH), gerando glutationa oxidada (GSSG) e alcool 
(ROH). A GSSG é novamente reduzida pela glutationa redutase (Gred) em presença 
de NADPH. 
FONTE: FLOHÉ & GUNZLER (1984). 
 
Na figura 51, observa-se que o MI-D aumentou  em aproximadamente 30% a 
atividade da glutationa peroxidase. Este resultado não se refletiu nos experimentos 
de produção de peróxidos e lipoperoxidação (FIGURAS  42, 46 e 47), pois nos 
primeiros o composto promoveu um aumento de ~30% na produção de peróxidos 
(FIGURA 42) e no segundo (FIGURAS 46 e 47) nenhum efeito foi observado para o 
composto. Na interpretação destes resultados deve-se considerar as diferenças 
metodológicas. Enquanto que nos ensaios de atividade enzimática o efeito dos 
compostos foi avaliado sobre enzimas do extrato livre de células, permanecendo 
dois minutos em contato as mesmas, nos ensaios de produção de peróxido e 
lipoperoxidação foram utilizadas células em cultivo que permanecem em contato 
com os compostos por 1 hora. A complexidade estrutural das células em relação a 
presença da enzima no ELC também deve ser considerada, uma vez que neste 
último modelo experimental os compostos tiveram acesso facilitado a enzima alvo. 
Por outro lado, este resultado poderia explicar, pelo menos em parte, a inibição que 
o MI-D ocasionou sobre a lipoperoxidação ferro induzida em mitocondrias (FIGURA 
25), já que esta enzima faz parte do sistema de defesa antioxidante da mitocôndria. 
 
Com relação à S2.2, não foi observado efeito do composto sobre a atividade dest
enzima (FIGURA 51).  
 
 
FIGURA 51. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: tampão fosfato 
NADPH 0,15 mmol.L-1, Gred purificada 0,2 U, t
proteína.mL-1. A reação foi iniciada pela adição de
durante 1 minuto. As condições experimentais estão descritas na seção de materiais e
5.8.11.3). Os valores estão expressos em porcentagem de atividade com relação ao controle 
(ausência dos compostos e presença de DMSO 0,12%) e representam a média ± dp, de três 
experimentos independentes em triplicata. 100% corresponde a 0,42
de proteína.min.)-1, considerando o coeficiente de extinção molar do NADPH (6220 M
* Significativamente diferente do controle ao nível de p< 0,05. 
 
 
A Gpx tem como cofator glutationa reduzida (GSH) sendo, portanto, q
manutenção dos níveis de GSH é essencial para manter a atividade da enzima. A 
enzima glutationa redutase (Gred) é encarregada de manter o GSH na forma 
reduzida (ESQUEMA 3). Esta enzima reduz GSSG a GSH na presença de NADPH 
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Os resultados destes experimentos estão apresentados na figura 52. 
Observa-se que o MI-D não teve nenhum efeito sobre a ativ
enquanto que a S2.2 apresentou um efeito inibitório,  de ~30, 70 e 78% para as 
concentrações de 40, 80 e 120 
efeito comprometesse a atividade da  glutationa peroxidase, no entanto,  S2.2 não 
afetou a atividade desta enzima (FIGURA 51). Neste caso deve
no ensaio da Gpx é adicionado ao sistema a enzima Gred purificada cuja 
concentração se soma a existente no extrato, como também GSH reduzida. Se, no 
entanto, em cultura de célul
diminuir os níveis de GSH de forma a comprometer a atividade da Gpx, seria 
justificado o efeito indutor do composto sobre a lipoperoxidação (FIGURAS 46 e 47).
 
FIGURA 52. Efeito do MI
FONTE: O autor (2009). 
NOTA: Sistema de reação: tampão fosfato 
mmol.L-1), NADPH (0,075 mmol.L
de GSSG e acompanhada a 
na seção de materiais e métodos (item 
atividade com relação ao controle e representam a média ± dp, de três ex
em triplicata. 100% corresponde a 0,14
considerando o coeficiente de extinção molar do NADPH (6220 M






































as a inibição de Gred pela S2.2 for suficiente para 
-D e a S2.2 sobre a atividade da glutationa redutase
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-1) e ELC-HeLa 50 µg proteína/mL. A reação foi iniciada pela adição 
340 nm durante 5 minutos. As condições experimentais estão descritas 
5.8.11.4). Os valores estão expressos em porcentagem de 
perimentos independentes 
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7. DISCUSSÃO FINAL 
 
Este trabalho foi motivado por estudos anteriores que demonstraram que o 
MI-D e a S2.2 possuem importante atividade antimelanoma em células B16-F10, 
modelo de melanoma murino e,  particularmente o MI-D,  atividade citotóxica em 
células de câncer humano, incluindo melanoma e carcinoma de colo do útero 
(SENFF-RIBEIRO et al, 2003, 2004a,b; CADENA, 1999). Concomitantemente a 
estes estudos, investigações sobre os efeitos dos compostos sobre a bioenergética 
mitocondrial, realizados pelo mesmo grupo de pesquisa (CADENA et al., 1998; 
PRADO et al., 2004), apontaram para o possível envolvimento da mitocôndria nos 
mecanismos de morte celular induzida pelos compostos. Em relação aos mesmos, 
considerando-se a ocorrência de apoptose ou necrose, demonstrou-se que 
tratamento de células HeLa e MEL-85 com MI-D e, o tratamento de células B16-F10 
com S2.2, promoveram alterações morfológicas características de apoptose, 
nomeadamente: contração celular, presença de expansões globosas (blebs), 
condensação de cromatina e fragmentação do núcleo (CADENA, 1999; SENFF-
RIBEIRO et al., 2004b; PRADO, 2005). Diante de todas estas informações, o 
presente estudo buscou contribuir para esclarecer qual o envolvimento da 
mitocôndria na ação antitumoral do MI-D e da S.2.2. 
Neste estudo inicialmente foram avaliados os efeitos do MI-D e da S2.2 
sobre a formação do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM),  um 
dos mecanismos conhecidos de indução de morte celular em que a mitocôndria 
sofre inchamento e libera fatores proapoptóticos (KINNALY & ANTONSSOM, 2007; 
KROEMER et al., 2007). Os dois compostos inibiram o inchamento mitocondrial 
dependente da formação/abertura do PTPM, embora a S2.2 tenha sido mais efetiva 
nesta inibição (FIGURAS 13 e 14; 17 e 18). 
A formação do PTPM é dependente da concentração de cálcio que entra 
eletroforeticamente na mitocôndria. Tanto o MI-D quanto a S2.2, tem a capacidade 
de colapsar o potencial de membrana (CADENA et al., 1998; PRADO et al., 2004), 
sendo que a princípio, este efeito foi considerado o responsável pela inibição 
observada sobre o PTPM, uma vez que teoricamente impediria a entrada do cálcio. 
No entanto, os experimentos de transporte de cálcio realizados em sistema similar 
ao do PTPM (na presença de cálcio e fosfato), mostraram que o composto 
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mesoiônico diminui discretamente a captação de cálcio, o que não justificaria a 
inibição sobre o PTPM (FIGURA 21). Por outro lado, considerando que o PTPM 
também é usado para o efluxo de cátion (BERNARDI & PETRONILLI, 1996; 
JOUAVILLE et al., 1998, GUNTER E SHEU, 2009), a diminuição dose-dependente 
do efluxo apresentada após a adição de vermelho de rutênio na presença de MI-D 
(FIGURA 22), confirma a inibição do PTPM pelo composto, mas não esclarece qual 
o mecanismo envolvido. No caso da S2.2 a inibição da captação de cálcio foi 
compatível com a inibição observada sobre o PTPM (FIGURA 23).  
O MI-D foi também capaz de inibir a lipoperoxidação ferro induzida (~97% - 
FIGURA 25), num sistema onde os radicais promotores eram gerados pela cadeia 
respiratória e pela reação de Fenton (O2
•- e •OH), de forma mais eficiente do que 
quando induzida pela adição do azocomposto AAPH (~22% - FIGURA 27). Estes 
resultados apontaram para a importância do efeito desacoplador do composto 
(CADENA et al., 1998) que ao promover o aumento da velocidade da respiração 
mitocondrial, diminuiria o vazamento de elétrons e, conseqüentemente a  formação 
de O2
•- (ADAM-VIZI & CHINOPOULUS, 2006; MARAGO & KORDE, 2004; 
KORSHUNOV et al., 1997).  A importância do efeito desacoplador do MI-D foi 
comprovado nos experimentos subsequentes em partículas submitocondriais (PSM) 
acopladas (aPSM) e desacopladas (dPSM), onde observou-se as inibições de ~42 e 
~7% respectivamente (figuras 29 e 30). Estes resultados confirmam que o efeito 
desacoplador do MI-D está diretamente relacionado à inibição da lipoperoxidação 
ferro induzida em PSM, mas não explica o porquê da inibição da lipoperoxidação 
induzida por AAPH em partículas desacopladas (~50% - FIGURA 31). Uma vez que 
a cadeia respiratória não estava envolvida neste efeito, uma possibilidade seria que 
o MI-D estivesse sequestrando radicais necessários à reação de lipoperoxidação. Na 
verdade, em experimento subsequente a capacidade sequestradora de radicais 
superóxido pelo MI-D foi comprovada. Como perspectiva futura, espera-se 
determinar a capacidade sequestradora do MI-D de outros radicais. Em relação a 
S2.2 nenhum efeito foi observado sobre a lipoperoxidação, nas condições testadas.  
A capacidade do MI-D em sequestrar radicais superóxido e de inibir a 
lipoperoxidação, fez com que os estudos de transição de permeabilidade fossem 
retomados, mas utilizando-se como indutor o peróxido de hidrogênio, em 
substituição ao fosfato. Nestes experimentos, a inibição promovida pelo MI-D foi 
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mais pronunciada (~66%, FIGURAS 13 e 14) em relação a observada com fosfato  
(42%, FIGURAS 15 e 16) sendo ainda que o perfil de inchamento foi mais lento, e 
quase completamente inibido durante os primeiros dois minutos de reação. Estes 
resultados somados ao transporte de cálcio indicam que o MI-D pode inibir o PTPM 
em parte pela discreta diminuição que promove sobre a captação de cálcio 
(possivelmente por colapsar o potencial de membrana) e por sua capacidade de 
seqüestrar radicais. Porém, estes resultados não excluem outros mecanismos que 
devem ser investigados futuramente, através de experimentos específicos com 
indutores e inbidores do PTPM. 
A partir destes resultados, sugere-se que os compostos induzam a morte 
celular por outros mecanismos, não envolvendo a formação/abertura do poro de 
permeabilidade mitocondrial e/ou indução de estresse oxidativo. No entanto, deve-se 
considerar que os modelos utilizados foram de menor complexidade (mitocôndrias 
isoladas, partículas submitocôndriais e lipossomas) quando comparados a células 
em cultivo. Devido a isto, o efeito dos compostos foi avaliado em cultura de células. 
Foram escolhidas células HeLa e células B16-F10  devido a observações anteriores 
de indução de morte nestas células por apoptose (CADENA, 1999; PRADO, 2005) 
causada por estes compostos. Ao contrário do esperado e considerando a inibição 
da lipoperoxidação promovida pelo MI-D em mitocôndrias isoladas, partículas 
submitocondriais e lipossomas (FIGURAS 25, 29-31, 34-35), este mesoiônico (20 e 
25 µmol.L-1) promoveu o aumento da produção de peróxidos (FIGURA 42)  nas 
células HeLa. Este resultado aparentemente contraditório pode ser justificado pela 
diferença entre os modelos experimentais. As células possuem outros mecanismos 
para a produção de espécies reativas de oxigênio e consequentemente de 
peróxidos, que podem induzir a lipoperoxidação. Neste contexto, vários estudos  
relacionam a atividade da enzima NADPH oxidase com o aumento da produção de 
peróxidos na célula (USHIO-FUKAI & NAKAMURA, 2008; SIMIZU et al, 1998; SIES, 
1993). Uma hipótese a ser avaliada é se o MI-D poderia atuar estimulando esta 
enzima, o que por sua vez aumentaria a concentração de peróxidos. Segundo 
relatos da literatura, dependendo do tipo celular, o estímulo desta enzima pode levar 
a apoptose (LIU et al., 2008; CHUNG-YI CHEN et al., 2007). 
A S2.2 não apresentou efeito estatisticamente significativo sobre a produção 
de peróxidos (10 a 20 µmol.L-1 – FIGURAS 44 e 45) e sobre a  lipoperoxidação na 
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menor concentração testada (40 µmol.L-1)  (FIGURAS 46 e 47) nas duas linhagens 
celulares, efeitos que estariam de acordo aos observados em mitocôndrias e em 
partículas submitocondriais (FIGURAS 36 e 37). Estes resultados indicam que o 
aumento da geração de peróxidos e a indução da lipoperoxidação não fazem parte 
do mecanismo inicial de ação do composto, o que não implica que estes efeitos não 
ocorram em maior tempo de exposição ou concentração da droga. Na verdade, em 
concentrações maiores a (80 e 120  µmol.L-1- FIGURAS 46 e 47) a S2.2 foi capaz 
estimular a lipoperoxidação.  
Como descrito por Cadena (1999), o MI-D é capaz de induzir a morte celular 
em células HeLa por apoptose, como demonstrado pelo autor através de padrões 
morfológicos característicos e ensaio de TUNEL, que é específico para esta via de 
morte celular. No entanto, no presente estudo, o MI-D foi incapaz de induzir a 
liberação do citocromo c nestas mesmas células (FIGURA 48). Embora o tempo de 
tratamento das células tenha sido diferente nos dois estudos – no de Cadena (1999) 
90 min e neste estudo 60 min – esperava-se que ocorresse a liberação do citocromo 
c, uma vez que este composto causa importantes efeitos sobre a permeabilidade da 
membrana mitocondrial (CADENA et al., 2002). Entretanto, a não liberação do 
citocromo c é compatível com a inibição do PTPM e da lipoperoxidação. Isto não 
significa que o composto não induza a apoptose como descrito (CADENA, 1999), 
mas sugere que esta não é induzida via formação do PTPM, mas pode ocorrer, por 
exemplo, por efeito direto sobre as caspases. Neste contexto, Simizu et al. (1998) 
descreveram o efeito ativador de uma série de compostos antitumorais sobre a 
caspase-3. Naquele estudo os autores demonstraram que concomitantemente a esta 
inibição, ocorria o aumento dos níveis de peróxidos, mediado pela ativação da 
enzima NADPH oxidase. Em relação ao MI-D que induz a morte de células 
cancerosas por apoptose e promove o aumento dos níveis de peróxido nestas 
células, é imprescindível para o esclarecimento do seu mecanismo de ação, que 
seus efeitos sejam avaliados sobre a atividade das caspases e NADPH oxidase.   
Em células B16-F10, ao contrário do observado em células HeLa, o MI-D 
aumentou em 80% a liberação de citocromo c (FIGURA 48). Porém, novamente 
cabe ressaltar que o composto inibe o PTPM em mitocôndrias isoladas (FIGURA 13 
a 16). Estes resultados sugerem que a permeabilização da membrana mitocondrial 
externa esteja sendo mediada pelas proteínas proapoptóticas da família Bcl2, como 
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Bax/Bak (ANTONSSON, 2004; DANIAL et al., 2004; ARMSTRONG, 2006; JOSEPH 
& HAJNOCZKY, 2007).  Esta possibilidade é bastante interessante e deve ser 
explorada na continuação deste estudo. 
Em relação a S2.2, anteriormente foi descrito por Prado (2005)  que  o 
composto induz a liberação de citocromo c em células B16-F10 e, portanto, neste 
estudo este ensaio foi realizado apenas com as células HeLa. Devido ao composto 
apresentar menor efeito sobre estas células, como observado nos ensaios de 
viabilidade, produção de peróxidos e lipoperoxidação (FIGURAS 40, 44 e 46, 
respectivamente), foi usada a concentração de 120 µmol.L-1, observando-se um 
aumento de ~175% de citocromo liberado no citosol em relação ao controle 
(FIGURA 48). A grande quantidade de citocromo c liberado poderia ainda explicar o 
aumento da lipoperoxidação na presença de S2.2 (FIGURA 46). Como descrito 
anteriormente, esta proteína é essencial para a respiração mitocondrial e sua 
liberação no citosol induz o aumento na geração de ERO, devido a diminuição da 
velocidade da respiração mitocondrial (BOUCHIER-HAYES et al., 2008). 
Os resultados obtidos sugerem que, nestas concentrações e tempo de 
tratamento, os dois compostos possivelmente induzem a morte celular, sendo as 
células de melanoma murino mais susceptíveis do que as de carcinoma humano.  
É importante ressaltar que o MI-D e a S2.2 são compostos hidrofóbicos, 
podem atravessar membranas, chegando a todos os constituintes celulares, o que 
permitiria que estes compostos ativassem a expressão de proteínas proapoptóticas, 
especialmente proteínas da família Bcl2. Na verdade, no Laboratório de Oxidações 
Biológicas e Cultivo Celular da UFPR, está sendo realizada análise proteômica em 
células HeLa com o objetivo de verificar a influência do MI-D no nível de expressão 
de proteínas, o que pode auxiliar no esclarecimento desta questão.  
Como outro parâmetro importante para o esclarecimento dos efeitos 
promovidos pelo MI-D e S2.2, os ensaios de atividade das enzimas antioxidantes 
mostraram que o MI-D promove o aumento da atividade da glutationa peroxidase, 
enzima encarregada da redução de peróxidos. Embora este resultado possa parecer 
contraditório ao aumento de peróxidos observado nas células HeLa (FIGURA 42), 
cabe ressaltar que os ensaios da atividade enzimática foram realizados em extrato 
protéico de células HeLa após dois minutos de exposição ao composto. Neste caso, 
o composto tem acesso direto à enzima, enquanto que nos ensaios de determinação 
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de peróxidos foram usadas células em cultivo, onde o composto poderia se difundir 
pelas diferentes organelas, se ligar às membranas - uma vez que é hidrofóbico - e 
desta forma ter seu efeito diminuído sobre a enzima. Por outro lado, este resultado 
também poderia contribuir para explicar o mecanismo de inibição da lipoperoxidação 
em mitocôndrias isoladas, já que uma das isoformas desta enzima faz parte do 
mecanismo de defesa antioxidante da organela. 
A S2.2 inibiu duas das enzimas estudadas, a catalase e a glutationa 
redutase. A catalase está envolvida na redução de peróxido de hidrogênio e a 
glutationa redutase na manutenção de glutationa na sua forma reduzida, que é 
substrato da glutationa peroxidase. A inativação da glutationa redutase poderia levar 
à diminuição das concentrações de GSH na célula, o que desencadearia na inibição 
da glutationa peroxidase, que somado ao efeito da inibição da catalase poderiam 
levar ao aumento do estresse oxidativo e ao aumento da lipoperoxidação. De fato, 
nas mesmas concentrações, a S2.2 induziu a lipoperoxidação nas células HeLa e 
B16-F10 (FIGURA 46)  
Através do presente estudo é possível sugerir que a atividade antimelanoma 
do MI-D e da S2.2 apresentam em comum a liberação de citocromo c, 
provavelmente mediada pelas proteínas proapoptóticas da família Bcl2. Embora nas 
células HeLa o MI-D não tenha promovido a liberação da proteína, mecanismos 
envolvendo a liberação de citocromo c não podem ser descartados e experimentos 
em maior tempo de exposição ao composto, como os descritos por CADENA (1999), 
devem ser realizados.                       
Embora muitas informações sobre o mecanismo da ação antitumoral do MI-
D e da S2.2 tenham sido obtidas através deste estudo, muito ainda resta para ser 
investigado. Tendo em vista a importante ação antitumoral destes compostos, 







Os resultados obtidos neste estudo levam as seguintes conclusões: 
 
a) Em mitocôndrias isoladas o MI-D e a S2.2 inibem a formação/abertura do 
poro de transição de permeabilidade mitocondrial, sendo que no caso da S2.2 
esta inibição pode ser decorrente da diminuição da captação de cálcio 
b) O MI-D inibe a lipoperoxidação, devido ao seu efeito desacoplador em 
(mitocôndrias e aPSM) e, pelo seqüestro de radicais livres em sistemas 
independentes da cadeia respiratória (dPSM e lipossomas de fosfatidil colina).  
c) A S2.2 não efeta significativamente a lipoperoxidação em mitocôndrias e em 
dPSM. 
d) O MI-D promove o aumento da produção de peróxidos em células HeLa, mas 
não em células B16F10, enquanto que a S2.2 não exerce efeito significativo 
nas concentrações testadas. 
e) O MI-D não afeta a lipoperoxidação em células HeLa e B16F10, nas 
concentrações testadas (5-25 µmol.L-1), enquanto que a S2.2 aumenta a 
peroxidação lipídica em altas concentrações (80-120 µmol.L-1). 
f) Os dois compostos induzem a liberação de citocromo c. Neste estudo este 
efeito foi demonstrado para o MI-D em células B16-F10 e para a S2.2 em 
células HeLa. 
g) Os compostos induzem a permeabilização da membrana mitocondrial 
externa, de uma forma independente da formação de poro de transição de 
permeabilidade. 
h) Em extrato livre de células, a S2.2 diminuiu a atividade das enzimas 
antioxidantes catalase e glutationa redutase, enquanto o MI-D promove o 
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a b s t r a c t
Important biological activities have been described for mesoionic compounds. We previously reported
that MI-D (4-phenyl-5-(4-nitro-cinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride) inhibited the
respiratory chain, collapsed the transmembrane potential, and stimulated ATPase activity in intact rat
liver mitochondria. It is known that drugs that affect mitochondrial membrane potential may facilitate
the induction of cell death by apoptosis. Mitochondria have also a central role in the generation of reactive
oxygen species, therefore it would be important to investigate how MI-D could affect processes related
to oxidative stress. In this work, we evaluated the effects of MI-D on the lipoperoxidation and its abil-
ity to scavenge free radicals. Interestingly, it was observed that MI-D promoted a strong inhibition of the
lipoperoxidation induced by Fe3+–ADP/2-oxoglutarate in isolated mitochondria (95% ± 0.27 at the highest
concentration of 80 nmol mg−1 protein) in a dose-dependent manner. However, at the same concentra-
tion its effect was less intense (22% ± 3.46) when the lipoperoxidation was initiated by peroxyl radicals
generated from the azocompound AAPH. Lipid peroxidation in both coupled and uncoupled submitochon-
2+drial particles initiated with Fe /NADH was also inhibited by MI-D. The inhibition was about four times
greater in coupled particles (∼34% at 80 nmol mg−1 protein) in relation to uncoupled. MI-D inhibited
the soybean phosphatidylcholine liposomes lipoperoxidation in a dose-dependent manner (5–80 M)
regardless of the radical being generated in lipid or aqueous phase. The mesoionic compound showed
ability of scavenging superoxide radical (7, 11 and 31% for 25, 38 and 80 M, respectively). Our results
inhib
ribedstrongly suggest that the
and to its previously desc
. IntroductionPlease cite this article in press as: S.C. Mendez-Sanchez, et al., The inhibiti
with its uncoupling effect and scavenging activity, Chem. Biol. Interact. (20
MI-D (4-phenyl-5-(4-nitro-cinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-
henylamine chloride, Fig. 1) belongs to a special class of hetero-
yclic compounds which cannot be represented by covalent or
Abbreviations: AAPH, -′-azodiisobutiramidina dihydrochloride; ABCPA, 4-
yanopentoic acid; BHT, butylhydroxytoluene; BSA, bovine serum albumin;
DTA, ethylenediaminetetraacetic acid; FCCP, carbonyl cyanide m-chlorophenyl-
ydrazone; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid; MI-D, 4-
henyl-5-(4-nitro-cinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride; NBT,
itroblue tetrazolium; PC, soybean phosphatidylcholine; PEP, phosphoenolpyru-
ate; PGE2, prostaglandin; PMS, phenazine methosulfate; ROS, reactive oxygen
pecies; SMPs, submitochondrial particles; cSMP, coupled SMPs; uSMP, uncoupled
MPs; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
∗ Corresponding author. Tel.: +55 41 3361 1535; fax: +55 41 3266 2042.
E-mail address: silvia.cadena@ufpr.br (S.M.S.C. Cadena).
009-2797/$ – see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
oi:10.1016/j.cbi.2008.11.016ition of lipoperoxidation promoted by MI-D is due to its scavenger action
uncoupling effect.
© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
polar structure. This class of compounds, known as mesoionic, has
regions of positive and negative charges associated with the poly-
heteroatomic system which enable them to interact with biomole-
cules such as DNA and proteins. In addition, their overall neutral
character enables them to cross the biological membranes [1,2].
Several biological activities have been described for different
classes of mesoionic compounds (sydnones, sydnonimines and
mesoionic 1,3,4-thiadiazoles), such as antiinflammatory, analgesic,
antibacterial [3–5], antiplatelet, fibrinolytic, thrombolytic, bron-
cholytic effects [6] and as anticancer agents [7–11].
In particular for MI-D, we demonstrated a range of activities sim-
ilar to non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), qualifyingon of lipoperoxidation by mesoionic compound MI-D: A relationship
08), doi:10.1016/j.cbi.2008.11.016
it as a potential anti-inflammatory drug. The compound inhibited
the number of abdominal writhings induced by acetic acid in rats,
reduced the febrile response induced by lipopolysaccharide (LPS)
and the prostaglandin (PGE2) level in the cerebrospinal fluid of
LPS-exposed mice [4].
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tor under nitrogen flow at 37 ◦C. Then, the lipid film was hydratedig. 1. Chemical structure of 4-phenyl-5-(4-nitrocinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-
-phenylamine chloride (MI-D).
MI-D was able to enhance the survival of Ehrlich and Sarcoma
80 tumour-bearing mice [8]. In addition, experiments carried
ut by our laboratory evidenced an important antitumour activ-
ty against melanoma murine B16-F10. In vitro, the compound was
ytotoxic, decreasing cell viability and proliferation and in vivo, it
as able to inhibit tumor growth by ∼85% [9,10]. In cell lines of
uman melanoma (MEL-85, SK-MEL, A2058 and MEWO), MI-D also
ecreased the viability and proliferation [11].
It is known that drugs that affect mitochondrial metabolism may
acilitate the induction of cell death and overcome resistance to
poptosis in cancer cells [12,13]. The cell death by apoptosis medi-
ted by mitochondria can occur as consequence of reactive oxygen
pecies (ROS) production and dissipation of mitochondrial mem-
rane potential ( ) [14]. In the presence of Ca2+, this process can
ead to mitochondrial permeability transition characterized by the
pening of the permeability transition pore, which permits that
poptotic-inducing factors, such as cytochrome c, be released from
itochondria, promoting cell death [15,16]. We previously reported
he effect of MI-D on the mitochondrial bioenergetics [17]. MI-
inhibited the respiratory chain, collapsed the transmembrane
otential, and stimulated ATPase activity in intact rat liver mito-
hondria [17]. The interference of MI-D with both the elasticity and
uidity of the inner mitochondrial membrane was related to its
ffects on the energy-linked functions of mitochondria [18].
Although the pharmacological potential of MI-D has become evi-
ent, the molecular pathways involved are not well understood.
n order to contribute to this understanding, we now describe the
ffects of MI-D on the lipid peroxidation in rat liver mitochondria,
n submitochondrial particles and phosphatidylcholine vesicles, as
ell as its ability to scavenge radicals.
. Materials and methods
.1. Chemicals
Bovine serum albumin (BSA), d-mannitol, 4-(2-hydroxyethyl)-
-piperazine ethanesulfonic acid (HEPES), ethylene glycol-bis(-
minoethyl-ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (EGTA), ethylenedi-
minetetraacetic acid (EDTA), ADP, ATP, soybean phosphatidyl-
holine (PC), nitroblue tetrazolium (NBT), phenazine metho-
ulfate (PMS), pyruvate kinase, lactate dehydrogenase, phos-
hoenolpyruvate (PEP) and butylhydroxytoluene (BHT) were
urchased from Sigma. 4-Cyanopentoic acid (ABCPA) and -
′-azodiisobutiramidina dihydrochloride (AAPH) were purchased
rom Fluka. All other chemicals were of the highest commercially
vailable purity.
MI-D 4-phenyl-5-(4-nitrocinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-
henylamine chloride was synthesized by the Department ofPlease cite this article in press as: S.C. Mendez-Sanchez, et al., The inhibiti
with its uncoupling effect and scavenging activity, Chem. Biol. Interact. (20
hemistry of the Federal Rural University of Rio de Janeiro, Brazil
nd its structure was confirmed by 1H NMR, 13C NMR and mass
pectrometry [3]. For its current use, MI-D was dissolved in DMSO
nd then further diluted with the assay medium. Controls with
MSO were carried out in each assay. PRESS
ical Interactions xxx (2008) xxx–xxx
2.2. Animals
Male Wistar rats (180–200 g) were obtained from the Central
Animal House of the Federal University of Paraná (PR, Brazil). The
animals were kept at 22 ± 1 ◦C under a 12-h light–dark cycle (lights
on at 08:00), and had free access to standard laboratory food
(Purina®) and tap water. All the animals were starved for 12 h before
being killed by decapitation. The experiments were conducted fol-
lowing the recommendation of the Brazilian Law 6638, 05/11/1979
for the scientific management of animals and the procedures were
approved by the Institutional Animal Ethics Committee.
2.3. Isolation of rat liver mitochondria
For lipoperoxidation experiments, mitochondria were isolated
from rat liver by differential centrifugation [19] using extraction
medium consisting of 250 mM d-mannitol, 10 mM HEPES–KOH pH
7.2, 1 mM EGTA, and 0.1% BSA. Specifically for the preparation
of submitochondrial particles, the extraction medium contained
250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 5 mM Tris–HCl, pH 7.4 [20].
2.4. Preparation of submitochondrial particles (SMPs)
SMPs were prepared as described by Penin et al. [21], with
minor modifications. Mitochondria isolated as described above
were suspended in 20 mM potassium phosphate (pH 7.4) at pro-
tein concentration of 10 mg/mL. After 30 min at 0 ◦C, the suspension
was centrifuged at 105,000 × g for 1 h. The pellet was suspended
in 0.25 mM sucrose, 10 mM Tris–HCl (pH 7.4) and centrifuged
at 11,500 × g for 15 min. The mitoplasts (pellet) were suspended
in 0.25 mM sucrose, 10 mM Tris–H2SO4 (pH 7.5), 1 mM ATP and
15 mM MgSO4. The suspension was maintained below 6 ◦C and
to obtain coupled SMPs (cSMP), it was sonicated for 3 min in 6
intervals of 30 s, at 40 W and centrifuged at 22,500 × g for 10 min.
Then, the supernatant was centrifuged again at 105,000 × g for
75 min and the pellet (submitochondrial particles) was suspended
in 0.25 mM sucrose, 10 mM Tris–H2SO4, 10 mM MgSO4 (pH 7,5)
and centrifuged again in the same conditions. To obtain uncou-
pled SMPs (uSMP), frozen mitochondria (−169 ◦C) were used, and
they were submitted to the procedure described above. cSMP
were differentiated of uSMP by ATPase activity, which was eval-
uated spectrophotometrically as previously described [22,23]. The
enzyme was assayed at 30 ◦C, in the presence or absence of 1 M
FCCP, using a medium consisting of 50 mM sucrose, 12 mM Tris–HCl,
pH 7.4, 50 mM KCl, 0.2 mM NADH, 1.0 mM PEP, 4U pyruvate kinase,
3 U lactate dehydrogenase, 3 mM ATP and 100 g of SMPs. The
concentration of NADH was estimated using the molar extinc-
tion coefficient of 6220 M−1 cm−1 at 340 nm and the results were
expressed as nmol of Pi liberated per min per mg of protein, con-
sidering that 1.0 nmol of oxidized NADH corresponds to 1.0 nmol of
Pi released.
2.5. Preparation of soybean phosphatidylcholine liposomes
2.5.1. Unilamellar liposomes
Unilamellar liposomes of soybean phosphatidylcholine (PC)
(Sigma Chemical Co.) were prepared as described by Dinis et al. [24]
with minor modifications. The lipids were dissolved in chloroform
and the solvent was evaporated to dryness in a rotating evapora-on of lipoperoxidation by mesoionic compound MI-D: A relationship
08), doi:10.1016/j.cbi.2008.11.016
with 10 mM Tris–HCl (pH 7.4) in order to obtain a final lipid concen-
tration of 5 mM. The mixture was slightly shaken in a water bath
at 37 ◦C obtaining multilamellar liposomes. Next, the preparation
was filtered seven times through a polystyrene membrane (200 nm
pore size) to obtain unilamellar liposomes [25].
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Fig. 2. Effect of MI-D on lipid peroxidation. (A) The incubation system containing
10 mM HEPES (pH 7.2), 250 mM d-manitol, 2 mM ADP, 0.2 mM FeCl3 and mitochon-
drial protein (1 mg/mL) was kept under constant stirring, at 37 ◦C. The reaction was
initiated by addition of 6 mM 2-oxoglutarate and was stopped with BHT (0.012%).
Control refers to the experiment in the absence of MI-D and with DMSO 0.1%. (B) The
incubation system containing 10 mM HEPES (pH 7.2), 250 mM d-manitol and mito-
chondrial protein (1 mg/mL) was kept under constant stirring, at 37 ◦C. The reaction
was initiated by addition 10 mM AAPH. Positive control refers to the experiment in
the absence of MI-D and with DMSO 0.1% and negative control refers to the exper-ARTICLEG ModelBI-5827; No. of Pages 6
S.C. Mendez-Sanchez et al. / Chemico-
.5.2. Multilamellar liposomes coupled with ABCPA
Multilamellar liposomes of soybean phosphatidylcholine (PC)
Sigma Chemical Co.) were prepared as described by Tesoriere et
l. [26] with modifications. Soybean phosphatidylcholine dissolved
n chloroform was mixed with the inducer of free radicals of lipid
hase 4-4′-azobis (4-cyanopentanoic acid). The solvent was dried
ith a stream of nitrogen gas, always kept in the ice bath. The film
btained was dissolved in phosphate buffer, pH 7.4, to obtain a con-
entration of 10 mM ABCPA and 800 M of phosphatidylcholine,
nd finally the solution was shaken in vortex for 10 min.
.6. Determination of lipoperoxidation
.6.1. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay
Two systems were used as inducers of lipoperoxidation.
ne consisting of -′-azodiisobutiramidine dihydrochloride, an
nducer of free radicals of aqueous phase at the concentration of
0 mM and another consisting of 2 mM ADP, 0.2 mM FeCl3 and 5 mM
-oxoglutarate [27] which is able to induce the production of free
adicals from the respiratory chain. The lipoperoxidation was car-
ied out as described by Buege and Aust [28] in medium containing
itochondrial protein (1 mg/mL), 10 mM HEPES (pH 7.2), 250 mM
annitol and a system inducer of free radicals. Lipid peroxidation
as estimated by the absorbance of thiobarbituric acid reactive
pecies (TBARS) (ε535 = 1.56 × 105 M−1 cm−1).
.6.2. Oxygen uptake
The oxidation of lipid membranes (submitochondrial particles)
as followed by oxygen consumption in a 1.3-mL closed ther-
ostatically controlled water-jacketed chamber under magnetic
tirring. Oxygen consumption was measured polarographically
sing a Clark-type electrode connected to a Gilson oxygraph. The
eactions occurred at 37 or 56 ◦C being initiated with addition of
he lipoperoxidation inducers.
.7. Superoxide radical assay
The scavenging ability of superoxide radical was assessed by the
ethod described by Nishimiki et al. [29], with some modifications.
he reaction mixture consisted of 16 mM Tris–HCl, pH 8.0, 338 M
ADH, 72 M NBT and 30 M PMS.
The reaction was followed at 560 nm for 5 min and the ability of
cavenging superoxide radicals was calculated using the following
quation [30]:
cavenging effect (%) =
(





Statistical analysis of the data was carried out as analysis of vari-
nce and test of Tukey for average comparison. Mean values ± S.D.
ere used; values were considered significant with P < 0.05.
. Results
.1. Effect of MI-D on lipoperoxidation in mitochondria
The effect of MI-D on lipoperoxidation in rat liver mitochon-
ria is shown in Fig. 2. Two systems of lipoperoxidation induction
ere used. In the first (Fig. 2A), lipoperoxidation was induced byPlease cite this article in press as: S.C. Mendez-Sanchez, et al., The inhibiti
with its uncoupling effect and scavenging activity, Chem. Biol. Interact. (20
ron in mitochondria which were actively oxidizing substrate. In
his case, the respiratory chain was responsible by production of
2
•− and consequently of •OH by Fenton reaction [31–36]. In the
econd (Fig. 2B), the lipoperoxidation was initiated by alkyl radicals
y the decomposition of the azocompound AAPH. In this situation,iment in the absence of AAPH and MI-D. For both, aliquots (0.5 mL) were taken
at 45 min and mixed with TBARS reagent. Lipid peroxidation was estimated by the
absorbance of TBARS (ε535 = 1.56 × 105 M−1 cm−1). Data are expressed as mean ± S.D.
(n = 7). *Significantly different from control (P < 0.05).
mitochondria were in the absence of oxidizable substrate. Inde-
pendently of the source of free radicals, MI-D caused inhibition in
lipoperoxidation, which was more evident in the system induced
by iron in mitochondria actively oxidizing substrate. As can be
observed in Fig. 2A, MI-D (25 nmol mg−1 protein) inhibits ∼48% the
lipoperoxidation, reaching ∼97% at the highest concentration of the
mesoionic compound (80 nmol mg−1 protein). On the other hand,
the inhibition promoted by MI-D when the radicals were generated
by AAPH was less intense, ∼16% at 38 nmol mg−1 protein and ∼22%
at the highest concentration (80 nmol mg−1 protein). The more pro-
nounced inhibition by MI-D on the lipoperoxidation dependent on
the respiratory chain suggests that the compound could promote
this effect by its uncoupling action shown in earlier work [17].
3.2. Effect of MI-D on lipoperoxidation in submitochondrial
particles
To elucidate if the inhibitory effect of MI-D on lipoperoxidation
dependent on the respiratory chain is related to its uncoupling
effect (Fig. 2A) we carried out experiments using submitochon-
drial particles (SMPs). These small vesicles, which are formed by
sonication of mitochondria in appropriate experimental condi-on of lipoperoxidation by mesoionic compound MI-D: A relationship
08), doi:10.1016/j.cbi.2008.11.016
tions, have the proteins of the respiratory chain and ATP synthase
directed to the external side. Respiration or ATP hydrolysis gener-
ate a proton-motive force, with the positive phase in the lumen of
the vesicle. The advantage of this model is the possibility to adjust
experimental conditions in order to obtain coupled or uncoupled
ARTICLE IN PRESSG ModelCBI-5827; No. of Pages 6
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Fig. 3. Effect of MI-D on iron-dependent lipid peroxidation in submitochondrial
particles (SMPs). The incubation system containing 25 mM Tris–HCl (pH 7.2), KCl
125 mM and submitochondrial particles (0.5 mg) was kept under constant stirring, at
28 ◦C and the reaction was initiated by addition of 100 M NADH and 500 M FeSO4.
(A) Coupled (cSMP) and (B) uncoupled submitochondrial particles (uSMP) were



































Fig. 4. Effect of MI-D on lipoperoxidation induced by AAPH in uncoupled
3.4. Effect of MI-D on lipid peroxidation in liposomes of
phosphatidylcholine
To elucidate if inhibition of lipoperoxidation by MI-D could be
dependent on the phase where the radicals were being generatedf MI-D and with 0.1% DMSO; without Fe/NADH—SMPs in absence of FeSO4 and
ADH; NADH—SMPs in absence of FeSO4 and with NADH; NADH plus MI-D—SMPs
n absence of FeSO4 and with NADH plus MI-D (80 nmol mg−1 protein). The results
re represented as the average of four experiments.
reparations. Coupled and uncoupled particles can be differenti-
ted by their ATPase activity. As in mitochondrion, ATPase activity
n coupled particle is lower than in uncoupled ones [23,37]. This
roperty was used in our investigation to characterize the parti-
les used in the assays. Actually, the ATPase activity in cSMP was
4 times lower (0.176 ± 0.05 mol of Pi released per min per mg of
rotein) than uSMP (0.680 ± 0.13 mol of Pi released per min per
g of protein). FCCP strongly stimulated ATPase activity in cSMP
∼100%—0.382 ± 0.09 mol of Pi released per min per mg of pro-
ein) as it would be expected. On the other hand, in uSMP, FCCP had
o effect on the ATPase activity (0.683 ± 0.02 mol of Pi released
er min per mg of protein). It is well known that coupled particles
ave their ATPase activity increased in response to FCCP, while this
ctivity does not modify in uncoupled particles, once it is already
aximum [37].
The lipoperoxidation induced by Fe2+/NADH in SPMs was ver-
fied by oxygen consumption and the results are shown in Fig. 3.
e conducted assays with coupled and uncoupled SMPs. Signif-
cant changes were not observed in oxygen consumption in the
bsence of Fe2+/NADH. As expected, the presence of NADH caused
he oxygen consumption, which was lower in coupled particles
Fig. 3A). Controls with NADH plus MI-D in the highest concen-
ration (80 nmol mg−1 protein) were carried out to confirm the
ncoupling effect of the mesoionic compound, which was pre-
iously described for isolated mitochondria [17]. As it would be
xpected, MI-D increases oxygen consumption in cSMP at ∼35%, in
0 min of reaction. In contrast, in uSMP, it was observed only a slightPlease cite this article in press as: S.C. Mendez-Sanchez, et al., The inhibiti
with its uncoupling effect and scavenging activity, Chem. Biol. Interact. (20
ncrease on oxygen consumption at ∼7%, which was not statistically
ignificant (Fig. 3B).
In cSMP, an inhibitory effect of MI-D was evident from
5 nmol mg−1 protein, when the inhibition was ∼25%, reaching
o ∼42% at the highest concentration (80 nmol mg−1 protein) insubmitochondrial particles (uSMPs). The incubation system containing 25 mM
Tris–HCl (pH 7.2), 125 mM KCl, 20 mM AAPH and mitochondrial protein (0.5 mg).
Control—absence of MI-D and with 0.1% DMSO; uSMP—uncoupled submitochon-
drial particles in absence of AAPH and MI-D. The results are represented as the
average of four experiments.
30 min of reaction (Fig. 3A). On the other hand, in uncoupled par-
ticles a small inhibition of ∼7% from 25 nmol mg−1 (Fig. 3B) was
observed. These results are in agreement with those observed in
intact mitochondria (Fig. 2A) and also confirm that the uncoupling
effect of MI-D contributes to its inhibitory effect on lipoperoxida-
tion.
To eliminate the influence of respiratory chain in generation of
free radicals, we also evaluated the effect of MI-D on lipid perox-
idation induced by AAPH in uncoupled SMPs (Fig. 4). As shown in
Fig. 4, MI-D was also able to inhibit the lipid peroxidation by ∼50%
at 80 nmol mg−1 protein. This result suggests that MI-D inhibits the
lipoperoxidation not only due to its uncoupling effect but also by
another mechanism, such as interacting with radicals generated in
the process.
3.3. Scavenging capacity of MI-D
In order to clarify if MI-D is able to scavenge free radicals, specif-
ically the superoxide anion, assays were carried out using nitroblue
tetrazolium, in which the O2•− is generated during the reduction
of NBT in presence of NADH and PMS. It can be observed in Fig. 5
that MI-D has the ability of scavenging superoxide radicals, in a
dose-dependent manner.on of lipoperoxidation by mesoionic compound MI-D: A relationship
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Fig. 5. Scavenging effect of MI-D on superoxide radicals production. Uncoupled
submitochondrial particles were incubated in medium containing 10 mM Tris–HCl,
pH 8.0, 338 M NADH, 72 M NBT and 30 M SMPs. The results are expressed as
percentage of trapped superoxide radical with respect to control (absence of MI-
D and with 0.1% DMSO). Each value represents the mean ± S.D. of four different
experiments. *Significantly different from control (P < 0.05).
ARTICLE ING ModelCBI-5827; No. of Pages 6
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Fig. 6. Effect of MI-D on the lipoperoxidation induced by AAPH in phosphatidyl-
choline liposomes. (A) Reaction mixtures containing 16 mM Tris–HCl, pH 7.2, 200 M
phosphatidylcholine and 10 mM AAPH were incubated at 37 ◦C in presence and
absence of MI-D. PC: liposomes in the absence of AAPH. Control: liposomes in

































ris–HCl, pH 7.2, 800 M phosphatidylcholine and 10 mM ABCPA were incubated
t 56 ◦C in presence of MI-D or absence of MI-D with 0.1% DMSO (control). The oxi-
ation of lipid membranes was followed by determination of oxygen consumption
sing a Clark-type electrode. Each value represents the average of four different
xperiments.
nd also to eliminate a possible interference of proteins, we eval-
ated the effect of MI-D on the lipid peroxidation in liposomes of
hosphatidylcholine. As inducers, two azocompounds were tested,
he AAPH, an inducer for aqueous phase and ABCPA, an inducer
or lipidic phase, in unilamelar and multilamelar liposomes of
hosphatidylcholine, respectively. These azocompounds have been
outinely used to assess the ability of radical scavenging by sev-
ral compounds of pharmacological interest [26,38,39]. The process
as monitored by oxygen consumption (Fig. 6A and B). It was
bserved that MI-D inhibited lipid peroxidation, regardless of the
rigin of free radicals, which was dose-dependent reaching ∼50%
t the highest concentration (80 nmol mg−1 protein). This result
einforces the suggestion that MI-D is a scavenger of free radicals.
. Discussion
The mesoionic compound MI-D has shown potential pharma-
ological activity, however, its mechanism of action is not fully
nown. Considering that this compound has an important antime-
anoma activity, all efforts to clarify its biological properties are
orth. In this regard, we have suggested that effects on mitochon-
ria could be involved in its activity, probably mediating tumour cell
eath [10,17,18]. This hypothesis was supported by the dysfunction
hat MI-D promoted on the mitochondrial bioenergetics. Besides
ts uncoupling effect, this compound caused a strong inhibition of
omplexes of the respiratory chain [17]. This picture could be associ-Please cite this article in press as: S.C. Mendez-Sanchez, et al., The inhibiti
with its uncoupling effect and scavenging activity, Chem. Biol. Interact. (20
ted with an increase in the levels of ROS. However, the results from
he current study indicate that MI-D could promote a decrease of
OS levels and processes associated, such as lipid peroxidation.
Now, our objective was to improve the knowledge about the
ction mechanism of MI-D in conditions of oxidative stress. We PRESS
ical Interactions xxx (2008) xxx–xxx 5
demonstrated in this study that MI-D inhibits the lipid peroxida-
tion probably as consequence of its uncoupling effect and scavenger
action. The inhibition on lipoperoxidation by MI-D was more evi-
dent in the iron-induced systems (Figs. 2A and 3A), which were
dependent on the respiratory chain. These results suggest that MI-
D affects the electron transport rate due to its interaction with
lipids or respiratory chain complexes of the mitochondrial mem-
brane. This hypothesis is reinforced by our previous report which
demonstrated that MI-D interacts with liposomes obtained from
mitochondrial membranes, decreasing its fluidity [18]. In addition,
this result is in agreement to the uncoupling effect of MI-D pre-
viously described [17]. It is well known that uncoupler agents of
oxidative phosphorylation reduce the formation of ROS by accel-
erating the transport of electrons in the respiratory chain and as
consequence lipid peroxidation is decreased [40–42].
The contribution of uncoupling effect of MI-D on inhibition of
lipoperoxidation was also verified in coupled and uncoupled sub-
mitochondrial particles. In agreement to that is observed in isolated
mitochondria, the inhibition of lipoperoxidation in coupled parti-
cles was more pronounced (∼31 and ∼41% at 25 and 80 nmol mg−1
protein, P < 0.05) when compared to uncoupled preparations (∼7%
at 25 and 80 nmol mg−1 protein, P < 0.05), indicating that the
uncoupling effect of MI-D is important but is not the only prop-
erty responsible for the inhibition of lipoperoxidation. In fact,
the observation that MI-D is able to scavenge superoxide radical
(Fig. 5) reinforces this suggestion, and could also explain our pre-
vious results in which MI-D (15 M) decreased levels of O2•−, in
macrophages stimulated by phorbol ester [4]. Still in relation to a
possible scavenging activity of MI-D, it is relevant to note that its
scavenging percentages (7, 11 and 31% for 25, 38 and 80 M of MI-D,
respectively) are similar to the values of inhibitions of the lipoper-
oxidation in mitochondria and uncoupled SMPs treated with the
inducer AAPH (Fig. 2B and 4). This result suggests that MI-D could
also scavenge other radicals. This possibility is under evaluation in
our laboratory.
As occurred in SMPs, in liposomes of phosphatidylcholine, MI-D
inhibited the lipoperoxidation in a dose-dependent manner, with
the difference that the inhibition was observed already from 5 M
MI-D (about 18% of inhibition), regardless of the phase of radical
formation (Fig. 6A and B). This absence of specificity of MI-D action
could be explained by its distribution in both the hydrophobic and
hydrophilic phases of liposomes [18].
In conclusion, we demonstrated the inhibitory effect of MI-D on
lipoperoxidation and we propose that this effect could be associated
to its uncoupling effect and scavenger property. Although the exper-
imental models used in this study are membrane systems, which
do not represent the complexity of a cell, the results shown here
are fundamental to clarify the biological molecular action of MI-D.
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